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Depuis 1990, le service de Pathologie Générale de la Faculté de Médecine vétérinaire de
I'Université de Liège (ULg) est associé à un prograrnme de recherche, dont les buts, sont de
déterminer les principales lésions et causes de mortalité des oiseaux et des mammifères marins
échoués le long de notre côte. Ce programme multidisciplinaire, associe également des
biologistes et des toxicologues, le principe fondateur du projet étant de mettre en rapport les
observations relevées lors de I'autopsie avec les taux des principaux toxiques détectés dans les
tissus des animaux échoués.
A partir de 1995, le réseau d'intervention MARIN (Marine Animals Research &
Intervention Network Figure I) a été associé à la gestion des échouages et des autopsies des
mammifères marins retrouvés vivants ou morts en mer et sur la section de côte s'étendant de
I'estuaire de I'Escaut (Pays-Bas) à la baie de la Somme (France). Depuis janvier Z0OI,le réseau
s'est déployé en France jusqu'au Havre. L'organisation générale du réseau est illustrée à la
figure l.
Les animaux échoués sont collectés par des collaborateurs de I'Institgt Royal des Sciences
Naturelles de Belgique ainsi que par des correspondants du Centre de Recherche sur les
Mammifères Marins de la Rochelle (France). Les animaux échoués vivants sont transmis dans
les centres de réhabilitation (National Sea Life Blankenberge; Hard.erwijk Marine Mammals
Park, Pays-Bas). Les animaux morts sont autopsiés au service de Pathologie Générale de la
Faculté de Médecine Vétérinaire (ULg) et les analyses de contaminantsr dans les tissus sont
réalisées au laboratoire d'Océanologie (ULg) -métaux lourds- ainsi qu'au laboratoire
I Contaminant : substance potentiellement polluante soit étrangère introduite artificiellement dans un biotope
terrestre ou aquatique soit encore naturellement présente dans un écosystème mais dont les concentrations sont
anormalement accrues par I'action de I'homme, avec pour conséquence dans un cas comme dans I'autre sa
bioaccumulation dans les êtres vivants (Ramade, 2000).
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d'Ecotoxicologie et de Biologie Polaire delaVrije Universiteit van Brussel -PCBs et pesticides-.
La coordination administrative est assurée par I'Unité de Gestion du Modèle Mathématique de la
Mer du Nord.
Le groupe MARIN, par son aspect multidisciplinaire, son analyse temporelle étendue et sa
large couverture géographiques représente un outil essentiel à la compréhension des causes de

















Zonê d'intetrention de À,tARlN
ùù..ijÉç il.( r,r r !1i', ,: .r' r.-
o"ts: \
FR.AN
Figure I : Carte de la Mer du Nord et de la zone d'intervention du groupe MARIN
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Ce programme a initialement été financé par I'Unité de Gestion Mathématique de la Mer
du Nord et la Communauté Européenne. Depuis l992,le financement de MARIN est assuré par
les Services des Affaires Scientifiques, Techniques et Culturelles dépendant du Premier
Ministre. Cette convention s'inscrit dans le cadre du plan d'appui scientifique à une politique de
développement durable, et plus particulièrement, la gestion durable de la Mer du Nord, et s'est
achevée fin décembre 2001.
1.2. Les mammifères marins
Depuis toujours, les mammifères marins ont fasciné. Ainsi, la baleine est le premier
animal cité par la Bible, dans la Genèse : " Et Dieu créa les baleines et toutes les créatures
vivantes " Fait remarquable, dans son Histoire des Animaux, Aristote (384-322 av. J.-C.)
range les dauphins, les orques et les cachalots parmi les mammifères, faisant clairement une
distinction entre les poissons et les cétacés. Auparavant, mais aussi par la suite, ils étaient
considérés comme des " Léviathans " à côté des requins et des crocodiles (Brown, 1999).
Pline I'Ancien (23-79), dans ses Histoires Naturel/es, inspirées des travaux d'Aristote,
agrémentera d'observations originales autant que de notations fantaisistes, les informations
concernant ces animaux marins. Il faudra néanmoins attendre la Renaissance pour que les
connaissances s'épanouissent. Conrad Gessner à Zûrich (Historae animalium, 155l-1587) et
Ambroise Paré à Paris (Des monstres tant terrestres que marins, 1573) décrivent et distinguent
les baleines et s'attardent sur les méthodes de chasse. Néanmoins, en 1753, Daubenton
considérait encore les cétacés comme des poissons. Il faudra attendre la 10" édition du Systema
Naturae (1758) de Linné pour voir ces animaux définitivement classés parmi les mammifères.
Dès le XIX' siècle, l'observation et la classification des cétacés deviendront une réelle priorité.
Ainsi, un des plus grands cétologistes de la seconde moitié du XIXe siècle frt le belge P.-J.
Van Beneden qui a publié entre 1857 et 1889 plus de 40 articles et ouvrages sur les mammifères
marins, dont le célèbre "Histoire naturelle des Delphinidés des mers d'Europe" en 1889.
Si la relation de I'Homme à ces espèces se perd dans la nuit des temps, la nature de cette
relation a aussi évolué. Ainsi, ces animaux, considérés comme mythiques par certains, ont
depuis toujours inspiré les poètes et les artistes et ont été, depuis la Baleine de Jonas jusqu'à
Flipper le Dauphin, à I'origine de légendes et d'histoires. Le mythe de Jonas, avalé et rejeté par
une baleine, est assimilable à une descente aux Enfers, suivie d'une résurrection, ou un site
d'initiation (Cabard et Chauvet, 1998). Loin de ces interprétations allégoriques, ces animaux ont
été estimés en fonction de leur valeur marchande, comme une source importante de revenus par
I'intermédiaire de la chasse. En effet, dès l'âge de la pierre, les baleines furent chassées par les
Basques, mais la chasse devient organisée qu'au neuvième siècle. Cette chasse s'intensifie au
13
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XIXe siècle et apparait la première cause sévère de mortalité des baleines en 1868, avec
I'invention du canon harpon par Sven Foyd. Néanmoins, la Commission Baleinière
Internationale, fondée en 1946, a établi en 1982 un moratoire interdisant la chasse commerciale
de grands cétacés (@2). Depuis, avec l'arrivée des concepts écologistes, ces animaux sont
devenus pour certains, des symboles de liberté et de paix. Loin de ces considérations
herméneutiques, ils sont progressivement devenus des bioindicateurs3, où la relation entre ces
espèces et I'Homme prend I'aspect d'une surveillance de I'impact des activités humaines sur
I'environnement. Ainsi, ces animaux en sommet de chaîne alimentaire et à longue durée de vie
sont devenus des espèces sentinelles permettant d'estimer et de prévoir les altérations
éventuelles engendrées par la pollution anthropique marine.
Trois ordres principaux sont reconnus parmi les mammifères marins : les cétacés, les
pinnipèdes et les siréniens. Au sein de ceux-ci, seuls les cétacés et les pinnipedes fréquentent les
eaux de la Mer du Nord. Parmi les petits cétacés, les espèces les plus fréquemment observées
dans la baie sud de la Mer du Nord sont le marsouin cornmun, le lagénorhynque à bec blanc, le
lagénorhynque à flancs blancs et le dauphin bleu-blanc. Parmi les grands cétacés,le petit rorqual
est régulièrement présent, tandis que le cachalot et le rorqual commun sont des hôtes
occasionnels. Parmi les pinnipèdes, seuls le phoque commun et le phoque gris s'observent
régulièrement le long de notre littoral.
1.3. Cadres légal et politique
Plusieurs accords internationaux existent en matière de conservation et de protection des
mammifères marins en Mer du Nord. La plupart des pays limitrophes de cette mer, y compris la
Belgique, ont ratifié trois accords internationaux, à savoir la directive européenne " Habitat 
-
Natura 2000 " sur la conservation des habitats naturels, de la flore et de la faune sauvage ; les
conférences internationales de la Mer du Nord et la conventon de Bonn par l'intermédiaire du
traité d'ASCOBANS (Jacques, 1997).
une protection stricte et encourage les recherches scientifiques nécessaires afin
d'assurer la conservation de tous les cétacés. De plus, le grand dauphin, le
@2 http://ourworld.compuserve.com./homepages/iwcoffi cel
3 Bioindicateur : terme synonyme d'indicateurs biologiques, désignant des espèces végétales ou animales
(= organismes sentinelles) qui, par suite de leurs particularités ecologiques, sont I'indice précoce de modifications
abiotiques ou biotiques de I'environnement dues à tel ou tel type d'action humaine (Ramade, 2000).
L4
Introduction
marsouln commun, le phoque gris et le phoque cornmun sont placés dans I'annexe
tr prévoyant la création de réserve marines pour ces espèces.
troisième conférence internationale sur la protection de la Mer du Nord (La Haye, 8
mars 1990). Une des bases de ce mémorandum postule que "...Ia pollution mnrine,
les captures accidentelles et la détérioration de l'habitat peuvent menacer |état de ces
populations [de cétacés]" . En conséquence, les pays signataires doivent appliquer
diverses mesures de gestion et de protection, ainsi que la coordination des
recherches sur les causes de morbidité et de mortalité, ainsi que I'analyse des
contaminants (@a). De plus, I'annexe 5 de cette déclaration précise que des études
doivent être initiées dans le domaine des pathologies et des contaminants présents
chez les phoques incluant le suivi de l'épizootie à morbillivirus. Il est également
précisé qu'il faut créer un registre intemational collectant toutes les informations
relatives aux échouages de mammifères marins comprenant les résultats
nécropsiques, toxicologiques, etc. Néanmoins, nulle part ne figure une obligation
de moyens à mettre en oeuvre pour I'application de ces mesures. La 4" conférence à
Esbjerg (1995) met I'accent sur I'impact des captures accidentelles de mammifères
marins, préconisant la mise en place de méthodes de réduction de leur capture (@5).
Baltique et de la Mer du Nord @6) vise à la conservation des petits cétacés en Mer
du Nord et en Mer Baltique, en identifiant les principales menaces pesant sur ces
espèces, recommandant I'autopsie de tous les individus échoués ainsi que la collecte
d'échantillons à des fins scientifiques afin d'identifier les causes de mortalité. Dans
ce cadre, I'accent est mis tout particulièrement sur les effets de la pollution ainsi que
sur les interactions avec les pêcheries.
En ratifiant ces accords, les différents gouvernements se sont engagés à organiser une
réponse scientifique à tout échouage et à assurer plus particulièrement une autopsie complète
ainsi que les investigations pathologiques et toxicologiques nécessaires (Jacques, 1997). Pour la
Belgique, c'est I'Unité des Modèles Mathématiques de la Mer du Nord qui est chargé de la
centralisation de ces informations.





1.4. Echouage et autopsie des mammifères marins
Dans les années 80 et 90, l'émergence d'échouages de mammifères marins a été suspectée
corrme la conséquence de la dégradation de I'environnement marin (Geraci et aI., 1999).
Cependant, ce phénomène n'est pas récent puisque dès le XVIe siècle, des échouages de
cachalots étaient rapportés en Mer du Nord (Smeenk, 1997). Qu'il s'agisse de petits cétacés, de
phoques ou de grandes baleines, ces échouages ont toujours suscité la curiosité et I'intérêt du
grand public, des médias et des scientifiques (Jacques, 1997; NoëI, 1997). Ces derniers,lors de
l'échouage, sont confrontés à la gestion de la situation sur la plage (Geraci et Lounsbury,
1993), de remettre I'animal en mer ou de I'envoyer dans un centre spécialisé si I'animal est
vivant ; de I'autopsier sur place ou dans un laboratoire si I'animal est mort (Jacques, 1997). b,
ce point de vue, ces animaux sont une source cruciale d'informations qui doit êre exploitée
selon des méthodes et procédures rigoureuses. Afin d'optimaliser les informations potentielles
de l'animal échoué (Garcfa Hartmann, 1997; Coignoul et Jauniaux, 1997; Geraci et aI., 1999),
des protocoles standardisés et exhaustifs ont été mis au point (Dieraul 1990a; l990b; 1994;
Dierauf etGage, 1990; KuikenetGarcfaHartmann, 1991;GeracietLounsbury, 1993; Jauniaux
et al., L999\.
La gestion d'un échouage varie selon la taille et le nombre d'individus. Autant la
procédure est simple lorsqu'il s'agit d'un marsouin, autant la gestion technique, administrative
et scientifique se complique lorsque quatre cachalots s'échouent en même temps (Tavernier,
1997; Jauniaux et aI., I99%.
1.4.1. Buts de l'autopsie
Peu d'informations sont disponibles sur les lésions des mammifères marins échoués, les
quelques connaissances provenant d'animaux captifs ou des animaux capturés durant les
activités de chasse. Le but immédiat de I'autopsie et des analyses complémentaires est de
combler cette lacune par une meilleure connaissance de leurs pathologies permettant ainsi
d'identifier les principales causes de mortalité (Coignoul et Jauniaux, 1997; Geraci et al., 1999:
Jauniaux et al., 1999). De même, ces examens donnent I'occasion d'améliorer les informations
relatives à leur biologie, anatomie, histologie, ... (Jacques, 1997). Finalement, ces autopsies
permettent d'évaluer I'interaction et I'impact des activités humaines et reflètent la qualité de




Les mammif,ères marins accumulent durant toute leur vie des contaminants comme les
métaux lourds et les organochlorés générées par les activités humaines, présents en quantités
importantes en Mer du Nord. Des taux élevés de ces substances ont été détectés aussi bien chez
les phoques que chez les cétacés, capturés dans les filets (Kleivu)e et al., 1995) ou échoués sur
les plages (Duinker et aI., 1989; Joiris et al., I99I; V/ells et al., 1994). Sur la base de ces seules
analyses toxicologiques, certains ont présagé un danger pour ces populations (Morris et aI.,
1989; Law et a.1., l99l). Néanmoins, jusqu'au début des années 90, ces analyses
toxicologiques n'étaient pas réalisées simultanément avec une étude pathologique et I'impact sur
la santé ne pouvait pas être établi (Reijnders et al., 1999).
Les mammifères marins, par leur position en sommet de chaîne trophique, sont ainsi
considérés comme étant des bioindicateurs, capables de révéler les altérations éventuelles que
ces contaminants pourraient induire à long terme (Bowles, 1999; Busbee et a/., Mangel et
Hofman, 1999; 1999; Siebert et al., 1999). L'alimentation est la voie principale de
contamination, mais d'autres existent comme les voies transcutanée, transplacentaire ou
respiratoire (Aguilar et al., 1999;Das et al.,2OOla). Les contaminants lipophiles se concentrent
au travers de la chaîne alimentaire (Morris et al., L989; Aguilar et al., 1999; Bowles, 1999) et la
concentration tissulaire des animaux situés en sommet de réseaux trophiques est dès lors
beaucoup plus élevée. Ce processus, appelé bioamplification, peut être défini corlme étant le
rapport de concentrations tissulaires en une substance donnée entre le prédateur et la proie
(Aguilar et al., 1999). Cette bioamplification varie selon les espèces et les contaminants. Ainsi,
elle est élevée pour les organochlorés, certains PCBs et le mercure organique (Duinker et al.,
1989; Aguilar et aI., 1999; Bowles, 1999), ce rapport de concentration entre le prédateur et la
proie pouvant atteindre des valeurs supérieures à 500 voire 1000 pour le DDT, la diéldrine et
certains PCBs (Monis et al., 1989). Les paramètres biologiques, comme l'âge, le sexe, les
migrations sont également à I'origine de fluctuations des concentrations tissulaires en
contaminants (Law et al., 1997; Aguilar et aI., 1999; Jepson et aI., 1999; Siebert et al., 1999;
Das et al., ZOOIa). Les femelles adultes éliminent une partie de ces substances lipophiles au
moment de la gestation et de la lactation (lait riche en graisse), contaminant ainsi leur foetus
avant la naissance (Wells et al., 1994).
l7
Introduction
L.'effet toxique est déterminé selon les quantités ingérées, les mécanismes de
détoxification ou d'excrétion, les interactions avec les autres substances, ... (Bowles, 1999; Das
et aI., 2001a), si bien qu'une concentration élevée en un contaminant n'est pas synonyme
d'effets nosogènes. De plus, s'il existe des relations entre les concentrations tissulaires et l'état
de santé de I'animal (Wells et al., 1997; Aguilar et al., 1999), la question est quelle est la nature
de ce lien : soit les teneurs élevées en contaminants prédisposent aux maladies, soit les maladies
en accroissent les concentrations tissulaires. Dès lors, comme signalé par Reijnders et
collaborateurs (1999), seules les analyses combinées de pathologie et de toxicologie peuvent
identifier des altérations liées à I'exposition aux contaminants présents dans l'écosystème marin.
L.5. Principales causes de mortalité des mammifères marins
Ce chapitre se concentre sur la zone géographique que constitue la baie sud de la Mer du
Nord. La situation d'autres régions sera présentée lorsqu'elle apporte un intérêt dans la
perception et la compréhension des processus morbides.
1.5.1. Capture dans les frlets (By-catch)
1.5. l. 1. Capture de mammifères marins dans les engins de pêche
L'Atlantique nord-est, y compris la Mer du Nord, est la seconde zone la plus productrice
de poissons au monde, après le Pacifique nord-ouest (Northridge, 1985). L'importante activité
de pêche qui en résulte est la source de nombreuses interactions avec les mammifères marins.
Parmi celles-ci, la capture dans les filets représente I'effet le plus négatif (Northridge et
Hofman, 1999), entraînant la mort de plusieurs milliers de pinnipèdes ou de cétacés chaque
année (Northridge, 1985; 1992; Northridge et Hofman,1999). On estime que certaines espèces
sont en danger imminent d'extinction suite aux activités halieutiques (Northridge et Hofman,
1999).
En Mer du Nord, ces captures représentent une des premières causes de mortalité des
petits cétacés (Baker, I992b; Baker et Martin, 1992; Kuiken et al., 1994a; Kirkwood et al.,
1997; Siebert et al., 2O0I). Le marsouin est I'espèce la plus fréquemment capturée, le taux de
capture annuel dépassant souvent 2 Vo voire 4 Vo de la population (Carlstrôm et Bergren, 1999)
par rapport à d'autres espèces comme le dauphin commun (Tregenza et al., 1997). Une capacité




Pays Zone de Pêche Période Estimation
annuelle
Référence
Danemark Mer du Nord 1993-1994 4629 (7O0Ox) Vinther, 1996
Danemark Mer du Nord,
Baltique
1994-1998 6785 Vinther, 1999
Grande-Bretagne Merd'hlande 1993-1994 2200 Tregenza et al., 1997
Suede Skagenak (Suède) 1996-1997 113 Carlstrôm et Bergren, 1999
Grande-Bretasne Mer du Nord 1995-1997 600-800 Anonvmous. 2000





Estimation du nombre de marsouins capturés chaque année en Mer du Nord et
mers adjacentes. x: extrapolation à toutes les pêches danoises confondues
Selon la Commission Baleinière Internationale, pour le marsouin de I'Atlantique nord, la
mortalité dans les filets dépasse les niveaux requis au maintien de la population. La population
de marsouins est estimée à 352000 individus en Mer du Nord (267000 à 465000) (Hammond er
al., 1995) et le taux de croissance de la population est estimé à 2 Vo, voire 4 Vo dans les
meilleurs cas de figure. A elles seules, les pêches danoises représentent un danger, leurs prises
de marsouins (Tableau 1) dépassant2 Vo ùt nombre estimé de marsouins présents dans la partie
centrale et méridionale de la Mer du Nord (@7). En effet, il a été estimé que les pêcheurs danois
ont capturé 7000 marsouins en Mer du Nord entre 1993 et 1994 (Vinther, 1996), et une
moyenne annuelle de 6785 individus dans la période 1994-1998 (Vinther, 1999). Dans les eaux
suédoises, les prises dans les filets ont été supérieures à 4 Vo de la populaton locale de
marsouins entre mars 1996 et février 1997 (Carlstrôm et Bergren, 1999). Il en est de même
pour la Mer d'Irlande où 2200 marsouins auraient été capturés en 1993-1994, soit plus de 6 Zo
de la population (Tregenza et aI., 1997). Sur les côtes anglaises de la Mer du Nord, c'est enû.e
600 et 800 marsouins qui ont été capturés chaque année entre 1995 et 1997 (Anonymous, 2000)
et462 en 1998 (Northridge, communication personnelle).
En parallèle à ces estimations, les autopsies systématiques des carcasses échouées sur les
plages permettent aussi une évaluation de I'importance de la prise dans les filets. En effet, la
plupart des pêcheurs rejettent les cadavres en mer, dont certains s'échouent en fonction des
vents, des courants et des marées (Tregenza et Collet, 1998). La fréquence de capture estimée à
partir des autopsies varie de manière importante selon les régions et les auteurs (Tableau Z). IÆ
@ / http ://smub. st-and. ac.uk/ch4_2.html
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long des côtes britanniques, 24 à34 Vo des marsouins et plus de 60 Vo des dauphins communs
échoués seraient morts dans des filets (Baker et Martin, 1992; Kirkwood et al., IggT).1æ long
des côtes allemandes (Mers du Nord et Baltique), les taux varient autour de 50 Zo pour les
marsouins (Benke et al., 1998; Siebert et a1.,2001). Sur les côtes hollandaises, les taux sont de









Iles britanniques r989-1991 Baker. 1992





Iles britanniques 1990-1995 Kirkwood. 1997
Marsouin 31/61 ** Côtes allemandes
(Mers du Nord et Baltique)
t991-1993 Benke, 1998
Marsouin 67n97 lles britanniques 1990-1996 Jepson, 2000
Marsouin 621133** Côtes allemandes
(Men du Nord et Baltique)
r99r-1996 Siebert et al..2001
Tableau 2: Fréquence du diagnostic de capture dans des filets sur les petits cétacés
échoués sur les côtes de la Mer du Nord ; Fréquence de capture : individus
capturés/individus autopsiés.*: échouage cotlectif de 118 dauphins morts (hiver 1992) ;
**: prime aux pêcheurs
Plusieurs raisons expliquent les variations dans ces taux de capture. Pour I'anecdote, le
taux élevé rapporté sur les côtes allemandes est dû en partie au fait qu'une prime de 50 puis 75
DM (respectivement 25,56 et 38,35 €) était accordées à toute personne rapportant une carcasse,
y compris les pêcheurs (Benke et al., 1998; Siebert et aI., 2O0l). L'importance des activités
halieutiques et les techniques de pêche influencent également les prises (Reijnders et al., 1996).
Les captures de grands cétacés en Atlantique Nord-Est sont anecdotiques (Northridge,
1985), les quelques individus pris ayant pu être libérés (Northridge,lgg2).
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Les phoques (communs, gris et du Groenland) sont des victimes fréquentes des activités
halieutiques, sans que pour autant ces captures représentent être une menace pour ces espèces en
raison de la taille des populations (Northridge, 1985; Northridge, l99Z).
1.5. 1.2. Evidences de capture dans les filets et diagnostic
Différentes observations sont prises en compte pour établir un diagnostic de capture,
certaines attestant de manière tÈs probable la capture dans un filet telles que :
cutanées, de fractures ou d'hématomes (Baker et Martin, 1992; Kuiken et al.,
I994b; Baker, 1996; Kirkwood et al., 1997; Benke et aI-, 1998; Siebert et al..
2001).
carcasse, les pêcheurs coupant les nageoires pour dégager les individus des filets ou
incisant la cavité abdominale pour que la carcasse coule plus aisément (Kuiken er
aI., 1994b:1996b; Baker, 1996).
D'autres observations suggèrent la capture telles que :
adéquat (épaisseur de graisse suffisante) et l'évidence de repas récents (proies
fraîches dans I'estomac, chyle dans les vaisseaux lymphatiques mésentériques) sont
fréquemment présents.
pulmonaires sont souvent rapportés, parfois accompagnés de petéchies pleurales et
épicardiques ainsi que d'hémorragies (Kuiken et aI., I994b; Baker, 1996; Jepson e/
al..2OOO\.
Néanmoins, individuellement, ces éléments ne sont pas pathognomoniques, d'autres
processus pouvant en être à l'origine. De plus, ces lésions ne sont pas toujours présentes ou
rapportées (van Nie, 1989; Garcfa Hartmann et al., 1996; Sieberl et aI., 2001). Pour ces
raisons, d'autres méthodes ont été proposées, comme la présence d'eau de mer (Baker et
Martin, 1992) etlou d'organismes marins (Larsen et Holm, 1996) dans les voies respiratoires.
Néanmoins, I'eau pouvant y pénétrer après la mort (Kuiken et al., 1994b; Carlstrôm et Bergren,
1999), aucune conclusion ne peut être tirée de cette observation. Pour Larsen et Holm (1996), la
présence de diatomées (algues unicellulaires aquatiques) dans les voies respiratoires profondes
serait également l'évidence d'une mort par noyade (Larsen et Holm, 1996). Cependant, de telles
observations ne sontpas rapportées dans d'autres études (Kuiken, 1996b; Jepson et al., Zg441;
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Siebert et a1.,2001) et la présence d'organismes marins dans les voies respiratoires pourrait être
liee à des processus de régurgitation agonique comme observés chez certains cétacés (Birkun,
1996; Siebert et aI.,20Ol; Knieriem et Garcia Hartmann, 2001).
Un accroissement inhabituel du nombre d'échouages peut également indiquer un grand
nombre de capture. Ainsi, durant I'hiver 1992, I18 dauphins morts se sont échoués sur les
côtes anglaises de la Manche, soit 18 fois plus que d'habitude et sur 38 individus autopsiés, 30
présentaient des évidences de capture (Kuiken et aI., 1994b). Fin février 1989, plus de 600
delphinidés se sont échoués en deux jours sur les côtes des Landes et de la Vendée tandis qu'en
février 1997, plus de 660 dauphins ont été drossés sur les côtes françaises du Golfe de
Gascogne. Dans les deux cas, 1l a été estimé qu'il s'agissait de captures accidentelles dans des
engins de pêche (Tregenza et Collet, 1998).
Il est évident que les captures de marsouins sont sous-estimées en Mer du Nord et
qu'elles ont un impact significatif sur la dynamique de leur population (Kinze, 1994; Siebert er
aI.,2OOI).
1.5.1.3. Cause de la mort
Les mammifères terrestres, en phase agonique de noyage, inhalent de I'eau et les
diatomées qu'elle contient suite au réflexe inspiratoire. Ces algues traversent la barrière alvéolo-
capillaire et sont distribuées dans tous les organes par la circulation sanguine. En médecine
légale humaine, la recherche et I'identification de ces algues dans les tissus (reins, cerveau, ... )
des noyés permettent de confirmer une suspicion. Cette technique a été appliquée sur des reins
de 19lagénorhynques à flanc blanc capturés dans des filets et conservés par les pêcheurs. Dans
aucun animal, des diatomées n'ont pu être isolées, suggérant que les animaux n'inhalent pas
d'eau (Jauniaux et al., 1997). La question de savoir si les cétacés capturés dans les filets
meurent noyés ou asphyxiés n'est donc pas encore clairement résolue (Kuiken et al., Igg4b).
En effet, certaines évidences suggèrent que de I'eau pourrait être inhalée en phase finale (Larsen
etHolm, 1996) mais comme signalé ci-dessus, ces évidences sont soumises àcontroverse. De
plus, la respiration est entièrement volontaire chez les cétacés, le reflex inspiratoire étant
absent ; il est vraisemblable qu'ils meurent de suffocation. Les examens post morten semblent
confirmer cette hypothèse. Dans un tel cas, la cause de la mort est associée à I'hypoxie cérébrale
(Knieriem et Garc(a Hartmann, 2001).
1.5.1.4. Mesures de réduction des captures de mammifères marins
Au plan mondial, les pertes économiques associées aux interactions négatives entre les
mammifères marins etles pêcheries (dégâts aux filets, pertes de poissons,...) sont estimées
représenter de 1,6 à 4,5 Vo de la valeur de poissons déchargés (Northridge et Hofman, 1999).
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Ces pertes et les menaces pour certaines espèces ont nécessité la mise au point de solutions en
vertu du principe de développement durable. Elles visent à ramener les captures à un niveau peu
significatif et compatible avec le développement économique (Northridge et Hofman, Iggg).
L'utilisation de nouvelles techniques de pêche ont permis de réduire de manière notable le
nombre d'animaux pris dans les seines tournantes lors de pêche au thon dans le Pacifique.
Ainsi, les captures sont passées de plusieurs centaines de milliers d'individus par an dans les
années 60 et 70 (424000 cétacés en 1972) à moins de 5000 actuellement (Berta et Sumich,
1999; Northridge et Hofman, 1999). Une autre technique est la mise en place d'alarmes
acoustiques @inger) à I'entrée des filets, sans effet sur la prise de poissons, mais réduisant la
capture de mammiGres marins (Kraus et al., 1997; Berta et Sumich, 1999; Northridge et
Hofman, 1999).11aétédémontréque les marsouins évitaient les filets ainsi équipes tandis que
les poissons (harengs, saumon,...) ne réagissaient pas aux sons émis (Gearin et al., 2ff]t0;
Culik et a1.,2001). Néanmoins, ces dispositifs ne sont pas efficaces pour réduire la capture de
phoques (Kraus et aI., 1997; Gearin et a1.,2000).
1.5.2. Inlections virales
Chez les mammifères marins, de nombreuses infections virales sont responsables de
maladies, parfois mortelles. Parmi celles-ci, les infections à morbillivirus ont été à I'origine
d'épizooties sévères dans différentes populations au travers de tous les océans, justifiant le
chapitre particulier qui leur est consacré.
1.5.2.1 . Mortrillivirus
Les morbillivirus font partie de la famille des Paramyxoviidae, virus d'un diamètre de
100 à 300 nm et sont constitués d'une nucléocapside formée de I'ARN monocatenaire de
polarité négative encapsidé par la nucléoprotéine N, la phosphoprotéine P et la protéine L, et
limités par une enveloppe lipidique d'origine cellulaire contenant deux protéines
transmembranaires : I'hémagglutinine (H) et la protéine de fusion (F). t a phosphoprotéine P et
la protéine L sont les polymérases nécessaires à la transcription et à la réplication virale tandis
que I'hémagglutinine H permet la fixation sur le récepteur cellulaire (glycoprotéine). La protéine
F (en association avec H) permet la fusion des membranes et la formation des cellules
syncytiales (Griffin et Bellini, 1996;Lamb et Kolakofsky, 1996).
Historique
A partir de 1988, les morbillivirus ont été à l'origine de plusieurs épizooties (Tableau 3),
dont cinq majeures, qui ont décimé certaines espèces de mammiÊres marins (Kennedy et al.,
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1988a; 1988b; 2000; Osterhaus et Vedder, 1988; Grachev et aI., 1989; Domingo et al., I99O;
Lipscomb et aI., I994b).
Parmi les pinnipèdes, les phoques communs en Mer du Nord furent les plus sévèrement
atteints, quelque 18.000 individus étant morts en moins de un an (Dietz et al., 1989b) sur une
population de départ estimée à environ 25.000 phoques (Moutou, 1993). Les premiers cas
furent rapportés sur les côtes danoises en avril 1988, et l'épizootie s'étendit rapidement,
atteignant quasiment toutes les côtes bordant la Mer du Nord jusqu'en 1989 (Dietz et aI., 19g9b;
Schumacher et al., 1990;Heje et al., 1991; Visser et al., 1993a). Au même momenq plusieurs
centaines de phoques gris mourraient en présentant une symptomatologie similaire (Harwood er
al., 1989; Kennedy et al., 1989; Bergman et al., 1990). Les investigations ont permis
d'identifier, d'une part, une infection virale proche de celle causée par un morbillivirus, et
d'autre part, d'isoler un virus antigéniquement apparenté au CDV (Kennedy et al., I988b; l9g9;
Osterhaus et aI., 1988; Osterhaus et Vedder, 1988; Have et al., I99I; Heje et al., l99I) mus
distinct, et spécifique du phoque, appelé phocine distemper virus ou PDV (Cosby et al., 1988;
Mahy et al., 1988; Cunan et al., 1990). Depuis 1988, aucune épizootie sévère n'a été rapportée
dans cette population bien que des évidences sérologiques suggèrent que le PDV était toujours
présent en 1992 au sein des populations de phoques communs et de phoques gris (Visser et aI.,
1993c).
Fin 1988, un morbillivirus associé à des lésions caractéristiques a été isolé chez des
marsouins communs échoués sur les côtes des iles britanniques (Kennedy et aI., 1988a; l99I;
I992a) et hollandaises (Visser et al., 1993b). Ce virus, antigéniquement différent de celui des
phoques, (McCullough et aI., 1991; Trudgett et aI., 1991) fut dès lors appelé porpoise
morbilliviru's (PMV). La présence d'anticorps dans des sérums collectés enfe l99l et lgg7
chez des marsouins provenant des côtes allemandes (Mers du Nord et Baltique) de tout âge, y
compris des individus nés après 1988, confirme que I'infection a persisté dans cefte population
(Miiller et al., 2000) sans que pour autant des lésions spécifiques soient associées (Siebert er
a1.,2001).
En 1988, le taux de mortalité chez le marsouin n'a pu être déterminé, mais était
vraisemblablement peu important. Il n'en est pas de même pour la population de dauphins bleu-
blanc de Méditerranée touchée par une épizootie sévère au printemps 1990, le long des côtes
espagnoles (Domingo et aI., 1990; Osterhaus et aI., 1997; van de Brldt et al., ZO00) et qui s'est
étendue graduellement jusque fin 1992 à tout le bassin méditerranéen (Di Guardo et al., 1992;
1995; Aguilar et Raga, 1993; van Bressem et al., 1993; Dhermain et al., rgg4). Il est
waisemblable que plusieurs milliers d'individus sont morts (Aguilar et Raga, lgg3) sur la
population estimée à 200.000 dauphins en Méditerranée occidentate @hermain et aI., lgg4).
Après l'épizootie, plusieurs cas sporadiques de la maladie ont été rapportés suggérant que le
24
Introduction
virus a persisté en Méditerranée (Diguardo et al., 1995; Domingo et al., 1995). tæ virus isolé
(dolphin morbillivirus DMV) était quasiment identique à celui des marsouins (Visser et al.,
1993b) et les deux ont été repris sous la même appellation ; cetacean morbillivirus (CMV).
Espèces Origine Année Référence












Bergman et al., l99O
Heje et al., l99l
Duignan et al., 1993
Kennedy et al., 1989
Bergman et al., l99O
Grachev et al.. 1989
Nunoya et al., 1990
Daoust et al., 1993
Duignan et al., 1997b





































Kennedy et al., l99l
Kennedy et al., 1992a
Domingo et al., 1992
Domingo et al., 1995
Duignan et al., 1992
Di Guardo et al., 1992
Schulman et al.. 1997
Lipscomb et al., 1994a
Lipscomb et al., 1996
Tsur et aL, 1997
Duignan et al., 1995b
Taubenberger et al., 2000
Birkun et al., 1999














Tableau 3 : Populations de mammifères marins ayant présenté des lésions spécifiques
d'infection par un morbillivirus. * : épizooties sévères
Plusieurs centaines de phoques de la Caspienne ont été retrouvés morts sur les plages de
la Mer Caspienne eî 1997 (Forsyth et al., 1998) et plus de 10.000 au printemps 2000 (Kennedy
et al.,2}ffi; Stone, 2000). Dans les deux cas, un morbillivirus distinct du CDV et du pDV a pu
être détecté (Forsyth et aI., 1998; Kennedy et a1.,2}ffi).Il semble que la source d'infection soit
les carnivores terrestres, probablement des chiens ou des loups (Forsyth et aI., 1998; Barrett,
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1999). Des études rétrospectives ont permis de mettre en cause des infections par des
morbillivirus lors de mortalités importantes de mammifères marins dont initialement, l'étiologie
n'avait pas été clairement établie, comme chez phoque crabier en 1953 en Antarctique (Bengston
et al.,l99I; Barrett, 1999). Lapremière épizootie incontestablement due à une infection par un
morbillivirus a eu lieu chez le grand dauphin où la moitié de la population vivant sur la côte est
des Etats-Unis a été décimée entre 1987 et 1988 (Lipscomb et al., 1994b: Schulman et al.,
1997).
Entre 1993 et 1994, de nouvelles mortalités associées à I'infection par un morbillivirus
ont été rapportées chez des grands dauphins dans le Golfe du Mexique (Lipscomb et al., 1994a
Krafft et al., 1995). La caractérisation de ce morbillivirus par RT-PCR a montré que seul le
PMV était détecté dans l'épizootie du Golfe du Mexique (Taubenberger et aI., 1996). A
I'inverse, à la fois le PMV et le DMV étaient impliqués dans l'épizootie de 1988, certains
dauphins semblant même être infectés par les deux virus (Taubenberger et aI., 1996). Cette
absence apparente de spécificité d'espèce a abouti à revoir la nomenclature antérieure, à savoir :
cetaceanmorbillivirus-l pourlePMV etcetaceanmorbilliviru.s-2pourle DMV (Taubenberger er
al., 1996). De plus, des évidences suggèrent qu'une infection enzootique ait persisté le long des
côtes des Etats-Unis entre ces deux épizooties (Krafft et aI., 1995; Taubenberger et al., 1996).
Entre la fin de 1987 et la fin 1988, une épizootie a décimé les phoques du Lac Barkal
(Osterhaus et al., 1989). Les similitudes cliniques et pathologiques avec celles des phoques
communs étaient telles qu'une transmission entre les deux espèces de phoques a été suspectée.
Le virus isolé, différent du PDV, a initialement êté nommé PDV-2 pour le distinguer de I'agent
responsable de la maladie du phoque commun. Il est apparu par la suite que le PDV-2
correspondait au CDV (Visser et al., 1990; Mamaev et aI., 1995). Il est probable qu'ici aussi,
comme pour le phoque de la Caspienne, ce soit les carnivores terrestres infectés par le CDV
(Mamaev et al., 1995) qui aient transmis la maladie dans cette population. Des investigations
post mortem ont permis d'identifier à nouveau le CDV dans I'encéphate de phoques du Baikal
morts en 1992 (Mamaev et aI., 1996). De plus, environ 3/4 des phoques sains présentent
toujours des anticorps spécifiques (Borisova et al., 1993). te CDV a également été idenûfié
chez un phoque gris en captivité (Lyons et aI., 1993).
En 1994, des mortalités inhabituelles ont affecté la population de dauphins communs de la
Mer Noire (Birkun et aI., 1999). Des investigations post mortem réalisées sur deux individus
ont révélé des lésions spécifiques d'infection par un morbillivirus mais, aucun virus n'a pu êre
isolé des échantillons (Birkun et aI., 1999).
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Dietz et al., 1989a
Markussen etHave, 1992
Duignan et al., 1997b
Henderson et al.. 1992
Hughes et al., 1992
Krogsrud et al., 1990
Duignan et al., 1995d
Thompson et al., 1992
Ross e, al., 1992
Grachev et al., 1989
Borisova et al.. 1993
Henderson et al.. 1992
Duignan et aI., 1995d
Harwood et aI., 1989
Hughes et al., 1992
Ross et al.. 1992
Stuen et al., 1994
Duignan et al., 1997b
Duignan et al., 1997b
Henderson et al.. 1992
Bengston et al., l99l
Bengston et aI., l99l
Osterhaus et al., 1997
Duignan et al., 1994
Odontocète Pseudo.orque
Globicéphale nain
Lagénorhynque à bec blanc
Marsouin commun
Dauphin corunun
Dauphin bleu et blanc
1984-r Nielsen et al..2OO0
Atlantique O 1982-88 DMV, PMV (>CDV, pDV) Duignan et at.,l99Sa
Atlantique O 1983 PMV Duignan et al., 1995a
Atlantique E 1989-1992 DMV, PMV (>CDV, pDV) Visser et at., 1993b
Atlantique E 1989-1992 DMV, PMV (>CDV, PDV) Visser et al., 1993b
Atlantique O 1993-1994 DMV, PMV (>CDV, pDV) Duignan et at., t995a
Mer du Nord 199l-1997 PMV (>CDV) Mtlter et at., 2OOO
Atlantique E 1997 DMV van Bressem et al.,2}Ol
Atlantique E 1989-1992 DMV, PMV (>CDV, pDV) Visser et al., t993b
Atlanûque O 1980-1994 DMV, PMV (>CDV, PDV) Duignan et at., 1995a
Pacifique N-E 1995-1997 DMV Reidarson et al.. t99g
Pacifique S-O 1997 DMV van Bressem et aL.2001
Atlantique O 199l-1993 PMV Duignan et al., I995a(DMV, CDV, PDV: ?)
Méditerranée 199l-1993 DMV, PMV (>CDV, pDV) Visser et aI.,I993b
Mediterranée 1997-1998 DMV van Bressem et at.. ZCfJl


















































van Bressem et al.,20Ol
Duignan et al., 1995a
Duignan et al., 1995a
Duignan et al., 1995a
van Bressem et al., 20Ol
Duignan et al., 1995b
Visser et aI.,1993b
Duignan et ql., 1995a
van Bressem et aI., 1998
van Bressem et al., 1998
van Bressem et al., 1998
Mysticète
et al..2O0l
Rorqual commun Atlantique N 1983 DMV (PDV, CDV-) Blixenkrone-Maller et al..
1996
Di GuPetit Mediterranée 1993 et al.. 1995
Sirénien Lamantin DMV. PMV an et al.. I
Tableau 4 z Populations de mammifères marins séropositifs aux morbillivirus et
spécificité des anticorps sériques.; o: ouest; E: est; N-o: nord-ouest; S-o: sud-
ouest I S-E : sud 
-est.
En 1991, des mortalités sévères ont atteint les phoques moines de Méditerranée, réduisant
de 7O Vo cette population déjà au seuil de I'extinction (Harwood, 1998). Bien qu'un
morbillivirus proche du cetacean morbilliviru.r ait été isolé de quelques individus (Osterhaus er
al., 1997; van de Blldt et al., 2000), aucune lésion specifique n'a été, observée (Kennedy,
1998), laissant persister un doute sur l'étiologie de la maladie. Récemment, des conclusions
similaires ont été obtenues pour un phoque moine et un grand dauphin échoués sur les côtes de
Mauritanie (van de Bildt er al.,z0{t-l\.
En 1995, six dauphins communs échoués sur les côtes califomiennes étaient séropositifs
pour un morbillivirus et bien qu'aucune lésion specifique n'ait été identifiée, du RNA viral a été
détæté chez trois de ces individus (Reidarson et al., 1998). Il s'agissait des premiers çiN
rapportés sur les côtes du Pacifique. La première description de lésions spécifiques dans le
bassinPacifiqueaété Éalisée sur un dauphin de Gill échoué au Japon en 1998 (Uchida et al.,
1999). Finalement, Van Bressem et collaborateurs (2001) ont démontré la présence d'anticorps




Dans de nombreuses espèces de mammifères marins, des individus ont présenté une
séropositivité (Tableau 4) sans lésion associée. Certaines populations sonr par contre
apparemment toujours séronégatives dans le Saint-Laurent ou I'Arctique comme le narval, le
béluga, I'hyperodon, le rorqual commun, le marsouin commun ou le lagénorhynque à flanc
blanc (Nielsen et a1.,2000).
Examen nécropsioue
Pinnipèdes
A I'examen nécropsique, le diagnostic le plus fréquent chez les phoques était une
broncho-pneumonie aiguë purulente (Bergman et al., I99O; Heje et aI., l99l) accompagnée
d'hypertrophie et d'oedème des ganglions lymphatiques pulmonaires (Kennedy et al., l9g9;
Krogsrud et al., 1990).
Aucune lésion macroscopique significative n'a été mise en évidence dans la population de
phoques moines en 1997 (Kennedy, 1998), ni dans la population de phoques de la Caspienne
lors de l'épizootie du printemps 2000 (Forsyth et a1.,199g; Kennedy et a1.,2000).
Céncés
Des lésions pulmonaires se caractérisaient par une absence de collapsus et par des foyers
de broncho-pneumonie exsudative, parfois accompagnée d'emphysème (Kennedy et al., l99l;
1992a; Di Guardo et al., 1992; Domingo et aI., 1992; Kuiken et aI., Igg4b). Dans certains cas,
la seule lésion pulmonaire rapportée était une congestion (Lipscomb et al., 1994a; Tsur et al.,
1997; Taubenberger et al., 2000). Ces lésions s'accompagnaient fréquemment de verminose
respiratoire (Kennedy et aL, I99l; Domingo et al., 1992; Duignan et aI., 1992).Des érosions et
des ulcérations des lèvres et de la cavité buccale étaient souvent présentes (Domingo et al.,
1992; Duignan et al., 1992; Kennedy et al., 1992a; Birkun et al., lggg) ainsi que des ulcères
muco-cutanés (Schulman et aI., 1997). De plus, des kystes ovariens ont été fréquemment
observés chez les dauphins bleu-blanc infectés par le morbillvirus lors de l'épizootie de 1990-
1992 (Munson et al., 1998).
Examens histopathologiques
Pinnipèdes
Au niveau pulmonaire, le diagnostic caractéristique étatt une broncho-pneumonie
interstitielle (Kennedy et al., 1989; 2000; Duignan et al., 1993; Belyl<h et aI., 1997). Des
membranes hyalines et une prolifération des pneumocytes de type II étaient fréquemment
observées dans les alvéoles (Kennedy et al., 1989; Krogsrud e/ al., 1990; Heje et al., I99l;
Baker, I992a; Daoust et al., 1993). Des cellules syncytiales ont été rapportées dans la lumière
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alvéolaire et bronchiolaire (Kennedy et aI., 1989; Baker, I992a; Duignan et al., 1993; Belykh er
al., 1997), mais n'étaient pas systématiquement observées (Bergman et al., 1990; Krogsrud et
al., I99O: Schumacher et aL, 1990; Daoust et al., 1993). Des corps d'inclusion éosinophiles
intracytoplasmiques et parfois intranucléaires apparaissaient dans les cellules épithéliales de
I'arbre respiratoire ainsi que dans les cellules syncytiales ou les macrophages (Kennedy et al.,
1989;Heje et al., 1991). Des infections bactériennes ou parasitaires secondaires compliquaient
souvent ces lésions primaires virales (Kennedy et al., 1989; Heje et al., r99l).
Au niveau du système nerveux, de I'encéphalite subaiguë non suppurative ét:ut
fréquemment diagnostiquée (Kennedy et aI., 1989;2000; Daoust et aI., 1993; Duignan et aI.,
1993; Belyk'h et al., 1997). Elle se caractérisait par la formation d'agrégats périvasculaires de
lymphocytes et de macrophages accompagnés de microgliose, de nécrose neuronale et de
démyélinisation (Kennedy et al., 1989;Heje et aI., I99I; Daoust et aI., 1993; Duignan et al.,
1993; Belykh et al., 1997). Des corps d'inclusion intracytoplasmiques et intranucléaires étaient
visibles dans les astrocytes, les neurones, les cellules gliales (Kennedy et al., 1989; Heje et aI.,
1991; Duignan et al., 1993). Des cellules syncytiales pouvaient être observées dans les zones de
démyélinisation (Kennedy et aI., 1989).
Les ganglions lymphatiques, la rate, le thymus, les amygdales et les plaques de Peyer
présentaient une importante déplétion lymphoide (Krogsrud et al., 1990; Pohtmeyer et aI.,
1990; Schumacher et al., 1990; Belykh et aI., 1997; Kennedy et aI., 2O00). Elle se caractérisait
par une hypoplasie des follicules lymphoides ainsi que de la pycnose de nombreux
lymphocytes, plus particulièrement dans le centre des follicules, laissant parfois apparaître le
stroma fibreux (Kennedy et aI., 1989; Heje et al., 1991; Pohlmeyer et al., 1993). Des corps
d'inclusion y étaient rarement observés (Heje et al., l99l) tandis que les cellules syncytiales n'y
ont jamais été rapportées.
Des cellules syncytiales ont également été observées dans l'épithélium des muqueuses
digestive et vésicale ainsi que dans le foie (Belykh et al., 1997). Par contre, ces syncytia n'ont
pas été rapportés lors d'inoculation intraperitonéale de CDV (Svansson et al., 1993). Des corps
d'inclusion éosinophiles intranucléaires eUou intracytoplasmiques ont été rapportés dans ces
cellules syncytiales ainsi que dans les cellules épithéliales de I'estomac, de la cavité pyélique, de
la vessie, des conduits biliaires et pancréatiques (Kennedy et aI., 1989;2000) et de la trachée
(Bergman et al., 1990).
Par examen immunohistochimique, des antigènes viraux étaient détectés dans divers
tissus, plus particulièrement au niveau des cellules épithéliales des voies respiratoires, des
alvéoles et des glandes péribronchiques, des voies urinaires (bassinet et vessie), des voies
digestives (estomac, intestin et conduits pancréatiques), du tissu lymphoide et du tissu nerveux
(neurones, astrocytes, cellules épendymaires). Ils étaient également présents dans les infiltrats
30
Introduction
inflammatoires de lymphocytes, de macrophages et dans les cellules syncytiales (Kennedy er
al., 1989).
Cétacés
Au niveau pulmonaire, les lésions de broncho-pneumonie interstitielle étaient les plus
fréquentes (Kennedy et aL, r99r; r992a; Duignan et al., r99z), parfois accompagnée de
fibroplastie interstitielle chez les diverses espèces (Domingo et aI., 1992; Lipscomb et aI.,
1994b; 1996). La réaction était également caractérisée par une prolifération importante de
pneumonocytes de type II et par la présence de nombreuses cellules syncytiales alvéolaires et
bronchioliques (Kennedy et al., 1991; Di Guardo et a1.,1992; Domingo et al., 1992;Duignan er
al., 1992; 1995b; Lipscomb et al., 1994b;1996; Schulman et al., 1997; Birkun et al., 1999:
Taubenberger et al., 2000). La réaction inflammatoire se compliquait fréquemment
d'infestations parasitaires (nématodes) (Kennedy et al., 1991; Duignan et al., Ig92) ou
fungiques (Aspergillus fumigatu.s). Dans ce dernier cas, la lésion prenait I'aspect d'une
pneumonie granulomateuse nécrosante (Domingo et aI., 1992; Kennedy et al., 1992a; Lipscomb
et al., 1994b; 1994a;1996).
Au niveau du système neryeux central, de la méningoencéphalite non suppurative était
fréquemment observée (Kennedy et al., 1991; Diguardo et al., 1995; Domingo et al., 1995;
Tsur et al., 1997; Taubenberger et a1.,2000), plus particulièrement au niveau de la substance
blanche (Domingo et al., 1992; Duignan et al., 1992). Des agrégars périvasculaires lympho-
plasmocytairesétaient disséminés dans tout le cortex cérébral (Kennedy et aI., 1991; Domingo
et al., 1992; 1995; Duignan et al., 1992; Tsur et al., 1997). Des cellules syncytiales étaient
observées dans des foyers de démyélinisation (Duignan et al., 1992) ou de malacie de la
substance blanche chez le dauphin bleu-blanc (Domingo et aI., lgg2), mais pas chez le
marsouin (Kennedy et al., 1991), ni chez le dauphin bleu-blanc après l'épizootie de 1990
(Domingo et aI., 1995), ni chez un lagénorhynque de Gill (Uchida et al., 1999). Dans ces deux
derniers cas, les seules lésions histologiques étaient situées dans I'encéphale et apparaissaient
similaires aux altérations chroniques observées lors de panencéphalite subaiguë sclérosante de
l'homme, séquelle rare de la rougeole (Domingo et al., 1995; Uchida et aI., 1-9gg). Des hyphes
fungiques ont été observés dans le tissu nerveux lors d'encéphalite nécrosante ainsi que des
lésions cérébrales de toxoplasmose (Domingo et aI., 1992; Schulman et al., 1997\.
De la déplétion lymphoide a été fréquemment rapportée chez les cétacés (Domingo et al.,
1992; Duignan et aI., 1992; Lipscomb et al., L994b; Schulman et al., 1997; Birkun et aI.,
1999), avec parfois chez les marsouins des infiltrats d'éosinophiles dans la rate et le thymus
(Kennedy et aI., l99I; I992a). I-a déplétion se caractérisait par de la lymphocytolyse, une
absence de follicules lymphoides ou de zones paracorticales visibles avec un infiltrat important
de cellules syncytiales (Domingo et al., 1992; Lipscomb et al., I994a; l9g4b). Chez les
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marsouins, les cellules syncytiales n'ont pas été rapportées dans le tissu lymphoide (Kennedy er
al., l99I;1992a: Kuiken et al., I994b), bien qu'elles soient fréquentes chez les autres espèces,
principalement au niveau des ganglions (Domingo et al., 1992; Duignan et aI., 1992; Lipscomb
et al., 1996; Schulman et aI., 1997).
Des cellules syncytiales ont également été observées de manière sporadique au niveau de
la glande mammaire (Domingo et aI., 1992), de l'épithélium pharyngé et æsophagien (Kennedy
et aI., I992a), de l'épiderme (Lipscomb et aI., 1996) ainsi qu'au niveau des réactions
inflammatoires subaiguës à chroniques associées à des infestations parasitaires (Kennedy et al.,
1992a).
Des corps d'inclusions intracytoplasmiques et intranucléaires ont été rapportés dans les
cellules syncytiales (Domingo et aI., 1992; Lipscomb et al., I994b; Duignan et al., 1995b;
Schulman et aI-, 1997) ainsi que dans des cellules épithéliales pulmonaires, urinaires, ou
digestives (Kennedy et al., r99l; r992a; Duignan et al., 1992; Lipscomb et al., 1994a;
Taubenberger et aI., 2000). Des inclusions ont également été signalées dans les neurones
(Kennedy et al., 1991; Domingo et aI., 1995; Tsur e/ aI., 1997) ainsi que dans les astrocytes et
les cellules gliales (Duignan et aI., 1992), dans les cellules du tissu lymphoide (Duignan et al.,
1992; Lipscomb et al., I994b; Schulman et aI., I99l), dans les macrophages alvéolaires
(Kennedy et al., I992a; Schulman et aI., 1997; Birkun et al., 1999) et, dans un cas, dans le
noyau de cellules tumorales d'un fibrome testiculaire (Birkun et aI., 1999). L'occurrence de ces
corps d'inclusion variait d'une espèce à I'autre.
Comme pour les pinnipèdes, des antigènes viraux étaient détectés dans différents tissus
par examen immunohistochimique et plus particulièrement au niveau des cellules épithéliales
respiratoires, urinaites, digestives, du tissu nerveux et du tissu lymphoide. Ils étaient également
présents dans les infilhats inflammatoires de lymphocytes, de macrophages et dans les cellules
syncytiales (Kennedy et aI., I992a) ainsi que dans les fibroblastes soit lors de réactions
inflammatoires chroniques associées à des infestations parasitaires (Kennedy et aI., 1992a) soit
lors de tumeur (Birkun et al., 1999).
Pathogénie
La pathogénie des infections par le morbillivirus chez les mammifères marins n'a été
étudiée expérimentalement que chez les pinnipèdes, par inoculation intranasale d'une suspension
de PDV (Harder et al., 1990; 1992). Trois à six jours après I'inoculation, les phoques
présentaient de la fièvre parfois suivie de dianhée aqueuse à hémonagique. Ces premiers
symptômes étaient suivis de signes respiratoires et nerveux. La plupart des animaux mouraient
11 à 16 jours après I'inoculation (Harder et al., 1992).I-e PDV a pu êûe isolé des leucocytes
circulants six jours après I'inoculation. Cette virémie associée aux cellules mononuclées
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sanguines restait détectable jusqu'au 17" jour (Harder et al., 1990; 1992). Des anticorps
neutralisants apparaissaient à partir du 7" jour chez le phoque commun et après le 16' jour chez
le phoque gris, les taux maxima étant détectés après trois ou quatre semaines chez les animaux
survivants (Titenko et aI., 1991; Harder et al., 1992). Chez les individus morts, les antigènes
du PDV étaient détectables dans différents organes (appareil respiratoire, tractus digestif, tissu
lymphoide et système nerveux central) (Harder et aI., 1992), mais n'étaient pas
systématiquement présents (Harder et aI., 1990). L,a densité d'antigènes détectés dans le tissu
lymphoïde variait en fonction de l'évolution de la maladie selon trois modalités : les animaux
mourant précocement avaient de très nombreux antigènes dans tout le tissu lymphoide; les
animaux morts tardivement présentaient moins d'antigènes dans la rate et les ganglions
lymphatiques; finalement, les antigènes n'étaient plus détectés que dans les amygdales et le
colon des animaux morts en dernier lieu (Harder et aI., 1992).
Dans la maladie naturelle, I'infection est contractée par les sécrétions corporelles ou par
aérosol. Les sites primaires de multiplication virale sont les tissus lymphoides du tractus
respiratoire antérieur. Trois à quatre jours après I'infection, une virémie associée aux cellules
mononucléées sanguines assure la dissémination du virus dans I'organisme. Le virus se localise
ensuite au niveau des tissus lymphoides (rate, thymus, ganglions, cellules de Kùpfer, Gut
Associated Lymphoid Tissue (GALT)) et au niveau de la moelle osseuse pour une seconde
multiplication virale. La réplicaton a lieu dans les cellules endothéliales, épithéliales, les
monocytes et les macrophages. Les signes cliniques apparaissent lors de la virémie et de la
multiplication virale dans les différents organes. La Éplication au niveau des organes
lymphoides serait à l'origine de la déplétion lymphoide responsable d'immunodépression, puis
d'infections secondaires, telles que broncho-pneumonies bactériennes (Heje et al., 1991; Baker
et Ross, 1992; Munro et al., 1992) ou parasitaires (Kennedy et al., l9g9; 1991) ou
d'aspergillose (Domingo et al., L992;Lipscomb et al., 1996). Selon Domingo et collaborateurs
(1992),les érosions et les ulcérations présentes dans la cavité buccale chez les dauphins bleu-
blanc seraient le résultat d'une infection virale secondaire (Domingo et al., I9g2). pour
Schulman et Lipscomb (I999),les lésions ulcératives cutanées observées chez certains dauphins
infectés par le morbillivirus sont vraisemblablement des dermatites secondaires dues à I'invasion
par des protozoaires ciliés d'ulcères cutanés préexistants (Schulman et Lipscomb, Iggg).
Initialement, les ulcères seraient provoqués par des septicémies ou des coagulations
intravasculaires disséminées associées aux infections concomitantes plus fréquemment
observées chez ces dauphins (Schulman et Lipscomb, 1999). De I'exanthème vésiculeux a été
rapporté chez des phoques (Visser et al., I99l; Svansson et aI., 1993) et serait secondaire à une
infection par un calicivirus ou un poxvirus (Svansson et aI., 1993).
Deux hypothèses ont été évoquées pour expliquer I'origine des kystes ovariens (kystes
folliculaires lutéinisés) observés chez les dauphins durant l'épizootie en Méditerranée. Il pourrait
33
Introduction
s'agir soit une altération de I'axe hypothalamo-hypophysaire suite à l'infection virale soit être un
effet de type disrupteur endocrinien associé aux taux élevés de PCBs chez ces animaux
(Munson et al., 1998).
Pour Duignan et collaborateurs (1992), la présence de cellules syncytiales principalement
dans les lésions pulmonaires, est un élément pathognomonique de I'infection par le
morbillivirus chez les mammifières marins. Elles sont également souvent observées chez les
artiodactyles infectés par le RPV. Mais, comme décrit ci-dessus ainsi que rapporté par Domingo
(I992),les cellules syncytiales sont nettement moins fréquentes chez les pinnipèdes que chez les
cétacés. Il pourrait s'agir d'un effet plus particulièrement associé au CMV qu'au PDV. En effet,
des études génomiques et antigéniques ont démontré que les morbillivirus des cétacés étaient
plus proches du RPV et du PPRV que du CDV et du PDV (McCullough et al., l99l: Barrett et
al., 1993; Visser et al., 1993b; Blixenkrone-Moller et al., 1996). De même, le PDV était
semblable mais distinct du CDV (Cosby et al., 1988; Mahy et aI., 1988; Cunan et al., 1990)
dont il dérive probablement (Barrett, 1999). Il semble ainsi que les morbillivirus des cétacés
soient proches de ceux des ruminants et que le morbillivirus du phoque soit très similaire à celui
des carnivores.
Epidémiologie
Différents paramètres peuvent être considérés pour expliquer I'apparition de la maladie,
caractérisée dans certains cas par des épizooties sévères dans les différentes populations de
mammifères marins, parfois tout à fait isolées les unes des autres.
Sensibilité d'espèces
De nombreuses données laissent à penser que les populations de phoques de la Mer du
Nord n'avaient jamais été exposées au morbillivirus avant l'épizootie de 1988. En effet, les
phoques communs d'Ecosse ne présentaient pas d'anticorps spécifiques avant 1988 mais des
titres élevés ont été détectés après le début de l'épizootie (Thompson 
€r aI., 1992). La même
observation a été faite chez le phoque gris, aucun anticorps n'étant détecté pour la période 1977 -
1987 (Harwood et al., 1989). Ces observations confirment que le morbillivirus a été introduit
dans les populations de phoques de Mer du Nord durant I'année 1988. Par contre, certains
phoques communs du Canada, où aucune épidémie sévère n'a éte recensée, avaient déjà des
titres d'anticorps spécifiques dès 1984 (Duignan et aI., 1995d) et en 1989 (Ross et al., l99Z).
Les mortalités sévères seraient dues à I'introduction du morbillivirus dans des populations
indemnes et dès lors, très sensibles (Kennedy, 1999; O'Shea, 2000).
La sensibilité élevée du phoque contmun par rapport au phoque gris pourrait s'expliquer
par une différence existant au niveau de leurs réponses immunes humorales. En effet, chez le
phoque gris, les titres d'anticorps neutralisants sont élevés (Duignan et aI., 1995d), persistent
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jusqu'à 12 mois (Cornwell et aI., 1992) et sont dirigés vers des glycoprotéines d'enveloppe
tandis que chez le phoque commun, les titres sont bas, persistent environ six mois et les
anticolps sont principalement dirigés, comme chez le chien, vers des antigènes internes (Rima er
al., I99O; Cornwell et al., 1992; Duignan et al., L997a).
Sensibilité d'âge
Lors des épizooties en Mer du Nord et en Méditerranée, des animaux de toutes les
tranches d'âge étaient sensibles à I'infection (Kennedy, 1999). Depuis, les quelques cas
rapportés aussi bien pour le phoque commun que pour le phoque du Groenland, étaient toujours
des individus juvéniles âgés de deux à trois mois (Visser et al., 1993c; Kennedy, 1999). Cette
observation confirme I'hypothèse que la chute d'immunité passive d'origine maternelle, aux
alentours de trois mois, augmenterait la sensibilité des phoques à la maladie (Harder et al.,
1993). De plus, les différences de susceptibilité en fonction de l'âge pourraient refléter le
caractère immature du système immunitaire des jeunes individus (Thompson et al., 1992).
Rôle de réservoir
Des phoques de l'Atlantique nord-ouest, au large du Groenland (phoque marbré et
phoque du Groenland) présentaient une séropositivité dès 1985 sans épizootie décelable (DieE
et al., 1989a). De même, des phoques du Groenland et des phoques à capuchon séropositifs en
1991 et 1992 en la Mer de Barents, n'ont pas présenté de maladie (Stuen et aI., 1994). Il est
possible que certains mouvements migratoires aient permis l'infection d'une population indemne
corlme le phoque corlmun. En 1987, des imrptions inhabituelles de phoques du Groenland
venant de la Mer de Barents ont été observées en Mer du Nord (Goodhart, 1988; McGoutry,
1988; Heide-Jorgensen et al., 1992) qui auraient pu disséminer la maladie @ietz et al., 1989a).
En effet, la prévalence d'anticorps neutralisants le CDV ou le PDV toujours plus élevée dans
cette espèce (Dietz et al., 1989a; Stuen et al., L994; Duignan et aI., 1997b),laisse à penser que
I'infection soit enzootique chez le phoque du Groenland (Duignan et al., 1997b). Ces phoques
sont abondants, forment des colonies denses, migrent sur de longues distances et résistent à la
maladie (une seule mortalité rapportée à ce jour associée à I'infection (Daoust et aI., 1993)),
autant d'éléments qui en font un réservoir et un vecteur pour le virus. Selon Barrett (1999), les
carnivores terrestres (loup, chien, renard, ours) auraient pu infecter les phoques du Groenland
par le CDV dans les siècles passés, avec la possibilité que celui-ci ait évolué en PDV dans cettre
population.
De même, il est supposé que les globicéphales puissent intervenir dans la dissémination
aux autres espèces. D'une part, l'infection est enzootique dans I'espèce, les individus matures et
immatures étant séropositifs sans épidémie (Duignan et al., 1995b). D'autre part ils forment de
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grands groupes avec des liens sociaux étroits et se mêlent à d'autres espèces d'odontocètes,
favorisant la transmission interspécifique (Duignan et al., I995a).
Effets anthropiques
L'exposition des mammifères marins aux con&lminants a fréquemment été évoquée
comme étant un facteur prédisposant aux infections à morbillivirus chez ces espèces. Cette
intervention sera exposée dans le chapitre consacré aux effets des toxiques.
Les captures dans les filets de pêche, en réduisant le nombre d'individus dans une
population, et par conséquent, le nombre d'individus sensibles, pourraient empêcher
l'établissement d'infections enzootiques (van Bressem et al., 1999). En effet, les morbillivirus
nécessitent des populations de grande taille pour maintenir une infection enzootique, avec une
immunité persistante. Pour cette raison, les mortalités massives de mammifères marins dans les
filets de pêche pourraient favoriser la réapparition d'épizooties (van Bressem et al., Iggg).
1.5.2.2. Autres virus
Chez les mammifères marins, d'autres virus ont été décrits coflrme étant responsables de
mortalités sporadiques ou épizootiques (Kennedy-Stoskopf, 2001).
Hemèsvirus
Pour les cétacés de la Mer du Nord, un seul cas d'encéphalite à herpèsvirus a été rapporté
chez un marsouin (Kennedy et al., 1992b). En dehors de ce cas, des herpèsvirus pourraient être
responsable d'oesophagite ulcérative chez le béluga (De Guise et al., I995a) et le marsouin
(Kennedy et al., 1992b). Néanmoins,les virus n'ont jamais été isolés de ces lésions et de plus,
des ulcères similaires sont présents chez des animaux séronégatifs (Mikaelian et aI., lggg).
Récemment, deux nouveaux alpha-herpèsvirus ont été rapportés chez deux grands dauphins
échoués sur la côte atlantique des Etats-Unis (Blanchard et al., 2OOl). Dans les deux cas, les
lésions se caractérisaient par des foyers de nécrose dans divers organes, accompagnées de corps
d'inclusion intranucléaires.
Chez les pinnipèdes, deux herpès ont été caractérisés (PhHV-1 et PhHV-2) (Kennedy-
Stoskopf, 2001). Le PhHV-1, fort proche de l'herpès canin, a été isolé la première fois lors
d'une épizootie responsable de la mort de la moitié des phoques présents dans un centre de
réhabilitation (Osterhaus et aI., 1985). La maladie se caractérise par de la stomatite, des
vomissements, de la dianhée et de la fièvre et de la broncho-pneumonie et de la stomatite
érosive étaient visibles à I'autopsie (Kennedy-Stoskopf, ZOOI).
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Lors l'épizootie de PDV en 1988, un heqpès a été initialement isolé des phoques
communs, suggérant qu'il soit responsable de la maladie (Osterhaus, 1988). Ultérieurement, il
est apparu qu'il s'agissait d'une infection virale secondaire (Osterhaus et Vedder, 1988).
Virus influenza
Chez les cétacés, deux virus influenza A ont été isolés d'un même globicéphale échoué
sur les côtes des Etats-Unis. L'animal présentait essentiellement de I'hémorragie pulmonaire
(Hinshaw et al., 1986). Il n'y a pas d'autres cas rapporté chez les cétacés.
Chez les pinnipèdes, plusieurs sous-types de virus influenza A ont été isolés lors de
motalités massives parmi des phoques communs sur les côtes des Etats-Unis (Geraci et al.,
1982). La lésion la plus significative était de la pneumonie accompagnée de bronchite et de
bronchiolite nécrosante ainsi que d'alvéolite nécrosante. Il semble que la mortalité afi été
exacerbée soit par une infection concomitante par un mycoplasme, soit par de mauvaises
conditions climatiques (Geraci et aI., 1982).
Un virus influenza B a été isolé chez un phoque commun présentant des troubles
respiratoires, échoué en 1999 aux Pays-Bas. Il s'agissait d'un virus très proche de ceux qui
sont décrits chez l'homme et le phoque pourrait en être le réservoir (Osterhaus et a1.,2000\.
1.5.3. Infestutions parasitaires
I .5.3. 1 . Petits cétacés
Les infestatons par les nématodes de la famille des Pseudalidae (Pseudalius inflexus,
Torynurus convolutus et Halocercus invagirwta) prédisposent aux infections bactériennes
secondaires responsables de broncho-pneumonies. Cette combinaison représente une des
premières causes de mortalité des petits cétacés, principalement le marsouin, que ce soit sur les
côtes britanniques (Baker, I992b; Baker et Martin, 1992; Jepson et aI., 2O0O), hollandaises
(Garcia Hartmann, 1997) ou allemandes (Benke et aI., 1998; Siebert et al., 2OOl). Il est
fréquent que ces trois espèces de parasites soient présentes simultanément et il n'est pas possible
de définir laquelle est la plus pathogène. On constate seulement que les réactions inflammatoires
sont plus sévères autour des larves (Howard et al., 1983). La prévalence d'infestation
parasitaire pulmonaire est souvent élevée, atteignant 60 Vo pour les marsouins échoués sur les
côtes hollandaises (van Nie, 1989) et allemandes (Siebert et a1.,2001) et jusqu'à 69 Vo pour les
animaux échoués sur les côtes britanniques (Jepson et al., 2000). Il en est de même pour les
animaux pris dans des filets (Balbuena et al., 1994). Les infections bactériennes secondaires à
cette infestation, prédisposent également à des processus de septicémie et d'abcédation. Dans
certains cas, les infestations sont tellement sévères qu'elles provoquent des obstructions des
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voies respiratoires (Brosens et aI., 1996; Measures, 2OOI), pouvant réduire les capacités de
chasse et de plongée des individus (Siebert et al., 20Ol). De plus, P. inflexus infeste le
ventricule droit et les vaisseaux sanguins pulmonaires, induisant des endocardites, des
vasculites et des thromboses qui peuvent s'avérer fatales (Baker et Martin, 1992; Siebert et al.,
2001).
Les infestations de I'estomac par Anisakis simplex ont souvent été associées aux ulcères
du premier compartiment gastrique des petits cétacés (Baker, I992b; Baker et Martin, 1992:
Kirkwood et al., 1997; Siebert et al., 2001). Les ulcères résultent de la fixation des larves à la
muqueuse gastrique (Howard et aL, 1983). Ces lésions peuvent favoriser des hémorragies
fatales (Kirkwood et aI., 1997) ou servir de voie de penétration pour des agents infectieux
(Wùnschmann et al., 1999b).
Stenurus minor est un nématode qui infeste souvent massivement les sinus péri-
tympaniques sans lésion associée, même dans les cas les plus sévères (Stroud et Roffe, 1979;
Brosens et aL, 1996; Faulkner et al., 1998). Néanmoins, I'infestation pourrait favoriser la
pénétration de germes (Garcia Hartmann, 1997) ou altérer les capacités de navigation (Howard
et al., 1983). Ainsi, son intervention a été évoquée lors d'échouages massifs de cétacés, mais
son rôle définitif n'a pas pu être démontré avec certitude (Measures, 2001), à I'inverse de
I'infestation cochléaire par Nasitremn sp., un trématode qui n'est pas décrit en Mer du Nord
mais qui serait responsable d'échouages massifs (Morimitsu et aI., 1986; 1987). D'autres
parasites sont fréquernrnent observés chez les petits cétacés, mais sont peu pathogènes.
1.5.3.2. Pinnipèdes
Parmi les pinnipèdes, deux types d'infestation parasitaire peuvent êne distingués (Garcfa
Hartmann, 1997). D'une part, des infestations progressives par des parasites peu pathogènes
qui induisent peu de réaction du système immunitaire, comme pour les parasites gastro-
intestinaux. D'autre part, des infestations parasitaires présentant un maximum de gravité au
moment où le phoque est subadulte. Il s'agit principalement de parasites très pathogènes
infestant les voies respiratoires et sanguines (Garcfa Hartmann, I9g7). parmi ceux-ci,
Otostrongylus circumlirru est un nématode présent dans les voies respiratoires, I'artère
pulmonaire et le ventricule droit de différentes espèces de pinnipèdes (Measures, 2OOl),
pouvant atteindre une prévalence de 60 Vo chez les phoques communs de plus de trois mois
(Van der Kamp, 1987). Les lésions associées sont de la bronchite avec (sub-)obstruction des
voies respiratoires et de l'artérite chronique qui favorisent, comme chez le marsouin, des
infections secondaires responsables de septicémie et de broncho-pneumonie fatales (Measures,
2001). Un autre nématode des voies respiratoires est Parafilnroides gymnurus dont les adultes,
localisés dans le parenchyme pulmonaire ne provoquent que peu de réaction inflammatoire,
tandis que les larves Ll sont responsables de bronchiolite et de broncho-pneumonie aiguë
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accompagnées de formation d'abcès (Measures, 2001). Comme pour O. circumlitus, la
sensibilité est plus élevee chez les jeunes, vraisemblablement par un manque de maturité du
système immunitaire ou par I'ingestion préférentielle de proies servant d'hôte intermédiaire dans
le cycle vital du parasite (Garc(a Hartmann, I997;Measures, 2001). Il a été suggéré que ces
deux espèces de parasites puissent jouer le rôle de vecteur pour des agents infectieux tels que
Brucella sp. et Morbillivirus. (Heide-Jorgensen et aI., 1992; Garner et al., 1997) .
1.5.3.3. Grands cétacés
Chez les grands cétacés, les infestations vasculaires par Crassicauda sp., principalement
au niveau des veines rénales, de la veine cave ou dans les artères mésentériques, pourraient
jouer un rôle régulateur des populations de rorqual coûrmun (Lambertsen, 1986; Raga, 1997).
En effet, 94,3 Vo des rorquals étudiés lors d'opérations baleinières présentaient des infestations
sévères accompagnées de thrombi veineux. Ces lésions pourraient être fatales par insuffisance
rénale (Lambertsen, 1986). Les infestations massives du second estomac par Anisakis sp.
pourraient prédisposer, cofllme chez les petits cétacés, à des ulcères perforants responsables de
péritonites (Lambertsen, 1997).
1.5.4. Infecfions bactériennes
Les maladies bactériennes, secondaires à des infections virales ou des infestations
parasitaires, apparaissent de plus en plus corlme les premières causes de mortalité infectieuses
des mammifères marins en milieu sauvage (Dunn et al., 2001). Il s'agit de septicémie et de
broncho-pneumonie qui atteignent les cétacés (Baker et Martin, 1992; Garcia Hartmann, 1997;
Kirkwood et al., 1997; Jepson et a1.,20O0; Siebert et al.,2O0I) et les pinnipèdes (Baker, 1989;
Krogsrud et al., 1990; Heje et aI., l99l; Baker et aI., 1998). Ce sont souvent de germes
opportunistes, appartenant à la flore normale et qui provoquent la maladie lorsque la santé de
I'animal est déjà compromise (Garcia Hartmann, 1997; Higgins, 2000). De plus, I'absence de
données relatives à l'évolution clinique de la maladie sur les animaux échoués et les dérives
bactériennes post mortem compliquent I'interprétation de leur rôle pathogène.
1.5.4.1. Septicémie
La septicémie est très fréquente chez les mammifères marins échoués et peut être la
conséquence d'une infection immunodépressive ou d'un processus de débilitation chronique
(Garcia Hartmann, 1997). En général, le processus létal est très rapide et peu de lésions sont
présentes (Garcia Hartmann, 1997). Siebert et collaborateurs (2001) rapportent 14 cas de
septicémie sur 133 marsouins examinés. Dans 1l cas, des streptocoques c[- et S-hémolytiques
étaient isolés. Erysipelothrix rhusiopathiae, Escherichia coli hémol.ytique et Staphylococcus
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aurew étaient également identifiés. La plupart de ces septicémies étaient secondaires à des
lésions de broncho-pneumonie aiguë (Siebert et a1.,2001).
1.5.4.2. Broncho-pneumonie
Comme signalé dans le chapitre consacré à la morbillivirose, les broncho-pneumonies
aiguës figurent parmi les lésions les plus fréquemment associées à I'infection par le pDV chez
les pinnipèdes ou par le CMV chez les cétacés. Parmi les marsouins échoués sur les côtes
allemandes, Siebert et collaborateurs (2001) rapportent 56 Vo de cas de broncho-pneumonie
suppurative dont plus de la moitié étart attribuée à la présence de streptocoques g- et B-
hémolytiques. Néanmoins, ces germes ont également été isolés de poumons sans lésions ou
d'animaux capturés dans des filets, compliquant I'interprétation de leur pathogénie (Siebert er
aI., 2001). Par contre, Pasteurell"a haemolytica et Vibrio alginolyticu.r sont les germes les plus
fréquemment isolés des broncho-pneumonies des marsouins et des autres cétacés échoués sur
les iles britanniques (Baker, I992b; Baker et Martin, 1992).
1.5.4.3. Brucellose
Brucella sp. a initialement été isolé sur des mammifères marins échoués sur les côtes
écossaises et était différent de celui des autres mammiÊres (Foster et aI., 1996: Dunn et al..
2WI).I| aété proposé que le germe isolé des mammiÊres marins soit appelé B. maris (Jahans
et al., 1997). Néanmoins, il semble que la bactérie des cétacés ne soit pas identique à celle des
pinnipèdes (Foster et al., 1996; Nielsen et aI., 2001) et que I'on puisse les considérer cortme
deux espèces différentes : B. cetacea et B. pinnipediae infectant respectivement les cétacés et les
phoques (Cloeckaert et a1.,2001).
Des évidences sérologiques d'infection par Brucella sp. ont été obtenues de cétacés (petits
et grands) et de pinnipèdes provenant de I'Atlantique nord (Foster et al., 1996; Jepson et al.,
1997;Tryland et al., 1999; Nielsen et a1.,2001). Sur les côtes britanniques, la séropositivité est
plus élevée chez les cétacés (31 Vo pour les marsouins et les dauphins communs) que pour les
pinnipèdes (87o poar les phoques communs etlOVo pour les phoques gris) (Jepson et al.,
1997). De plus, selon Jepson et collaborateurs (1997), la présence d'anticorps chez de très
jeunes individus est vraisemblablement l'évidence d'une immunité passive maternelle plutôt que
le résultat d'une infection par Brucella sp..
Des études rétrospectives ont permis de metffe en évidence la séropositivité d'un rorqual
boréal dès 1983 (Tryland et al., 1999) et de bélugas dès 1984 (Nielsen et a1.,2001).
Jepson et collaborateurs (1997) suggèrent que I'infection puisse être à I'origine
d'altérations de la reproduction. Selon Dunn et collaborateurs (2001), un tel effet pourrait avoir
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un impact particulièrement négatif sur certaines espèces sévèrement menacées. Jusqu'à ce jour,
chez les mammifères marins sauvages, aucune lésion n'a été rapportée associée à I'infection
(Nielsen et a1.,2001). Néanmoins, parmi des dauphins captifs, il semble que la brucellose soit à
I'origine de deux cas d'avortement (Nielsen et al., 2OOI). Dans les deux cas, de la placentite
aiguë suppurative avec vasculite nécrosante était associée à la présence d'aggrégats
intracytoplasmiques de petites bactéries gram négatives (Miller et al., 1999). L'examen par
immunohistochimie a permis de mettre en évidence des antigènes de B. abortus principalement
en surface de l'épithélium placentaire mais également dans l'épithélium du placenta et dans
I'endothélium vasculaire. Un troisième dauphin du même delphinarium est mort soudainement
et Brucella sp. fut isolé d'un nodule pulmonaire. Néanmoins, I'intervention du germe dans la
lésion et dans la mort de I'animal n'a pas été démontrée (Miller et aI., 1999).
Le mode de transmission de la maladie n'est pas connu. Néanmoins, des examens par
immunohistochimie et par microscopie électronique ont permis d'identifier le germe dans des
nématodes respiratoires (Parafilaroidcs sp.) d'un phoque infecté, suggérant que ces parasites
puissent intervenir dans la transmission (Garner et al., 1997).
Brucella sp. des mammifères marins est capable d'infecter d'autres espèces. Ainsi, suite à
I'inoculation expérimentale d'un groupe de six vaches gestantes avec le germe isolé d'un
phoque cofilmun, deux femelles ont présenté une séroconversion et ont avorté, les autres restant
indemnes d'évidence d'infection (Rhyan et al., 2001). De même, un chercheur travaillant sur
une souche isolée d'un mammifère marin a présenté des signes cliniques d'infection confirmés
par une séroconversion (Brew et aI., 1999).
1.5.5. Toxiques
Les mammifères marins en Mer du Nord vivent dans un milieu pollué et accumulent des
contaminants stables via un processus de bioamplification, ce qui permet d'attendre chez ces
espèces des lésions et altérations comparables à celles connues chez les autres espèces animales
exposés aux mêmes substances.
Deux catégories d'effets toxiques peuvent êne considérées chez les mammifères marins :
soit un effet direct (létal ou sublétal), soit un effet indirect. Il n'y a d'effet direct létal chez les
cétacés mais des cas d'intoxications aiguës ont été rapportés chez les phoques (Hyviirinen et
Sipilâ, 1984; Reijnders et aI., 1999). De nombreux effets directs sublétaux sont supposés :
augmentation de la sensibilité vis-à-vis des maladies, altération de la reproduction,
immunosuppression, sensibilité aux tumeurs, ... Finalement, les effets indirects sont. entre
autre, liés aux conséquences des toxiques sur les proies des mammifères marins.
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Ainsi, s'il n'y a pas de cause de mortalité directe associée à I'exposition aux toxiques, il
est vraisemblable que ces derniers favorisent certains processus morbides. Ce caractère
prédisposant justifie la présentation des principales évidences dans cette revue consacrée aux
causes de mortalité.
1.5.5. 1. Immunodépression et sensibilité aux maladies infectieuses
L'intervention des contaminants marins et plus particulièrement des PCBs a été souvent
évoquée à la fin des années 80 pour tenter d'expliquer la sensibilité des mammifères marins aux
épizooties à morbillivirus (Hall et aI., 1992; lvhtchell et Kennedy, 1992; Simmonds, lgg1).
Cette prédisposition éventuelle a été et est toujours sujette à de nombreuses conrroverses,
certains considérant que les PCBs ne favorisent pas les épizooties à morbillivirus, d'autres
suggérant que ces substances contribuent à la sévérité de l'épidémie (Busbee et al., 1999;
O'Shea,2000; Ross et al., 200O). Néanmoins, des épidémies sévères provoquées puu d'autres
morbillivirus, comme celles de rougeole ou de peste bovine, sont décrites depuis des siècles
chez les mammifères terrestres, bien avant I'apparition des contaminants (Kennedy, 1999).
Lors des différentes épizooties récentes, de nombreux individus infectés avaient des taux
élevés de PCBs dans leurs tissus (Aguilar et Borrell, 1994; Kuehl et Haebler, 1995: Guitart er
aI., 1996) et présentaient des évidences de déplétion immunitaire. Les PCBs provoquant des
altérations immunitaires en situation expérimentale chez les mammifères marins (de Swart et aI.,
L994;.1995b; Ross et a/., 1995: 1996), il a été suggéré que ces substances puissent être en
cause pour les populations vivant dans un écosystème marin très pollué. Néanmoins, aucune
différence de sensibilité à l'infection n'a été observée suite à I'inoculation expérimentale de pDV
à deux groupes de phoques communs, I'un étant exposé à des PCBs, I'autre pas (Harder et al.,
1992). En outre, il est très difficile de distinguer I'effet immunosuppresseur propre à I'infection
de celui induit par les contaminants (Kennedy, 1999). En définitive, les mortalités élevés
observées parmi les mammifères marins suite à I'infection par le morbillivirus résultent
exclusivement de I'introduction du virus dans des populations sensibles (Kennedy, 1999), les
contaminants pouvant avoir un rôle de contribution (Ross et a1.,2000).
Plusieurs études expérimentales ont été réalisées sur des phoques captifs afin de corréler
I'exposition aux organochlorés avec la fonction immune. Ainsi, deux groupes de phoques ont
été nourris durant deux ans et demi avec pour I'un, des poissons capturés dans I'Atlantique,
ayant des concentrations tissulaires faibles en organochlorés (groupe témoin) et pour I'autre, des
poissons de la Mer Baltique ayant des concentrations tissulaires 4 à 10 fois plus élevées en
organochlorés (de Swart et al., 1994; 1995a; 1996). Dans le groupe contaminé, I'activité des
cellules NK était diminuée ainsi que la réponse proliférative des lymphocytes T stimulés par des
substances mitogènes, ces altérations laissant présager une plus grande sensibilité aux infections
virales (de Swart et al., 1994; 1996; Ross et al., 1996). Seule I'immunité cellulaire était
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affectée, aucun effet n'ayant été observé sur I'immunité humorale (de Swart et aI., 1995b). t es
phoques ont été soumis également à un test cutané d'hypersensibilité et la réponse a été différée
chez les phoques contaminés, confirmant ainsi une altération immune (Ross et al., 1995). Afin
de tester I'effet d'une libération d'organochlorés stockés dans les graisses, les animaux ont été
soumis à un jeûne de deux semaines. Aucune différence significative n'a été observée entre les
deux groupes et ce malgré une mobilisation des organochlorés corrélée à une concentration
sanguine doublée (de Swart et al., 1995a; 1996). Dans les deux cas, le taux de lymphocytes
circulant a chuté tandis que l'activité des cellules NK augmentait légèrement.
A côté de ces études expérimentales, les analyses réalisées au départ des animaux échoués
ne permettent pas encore de démontrer la participation éventuelle des contaminants aux maladies
infectieuses (Kuiken et al., I994a; Jepson et aI., 1999; Siebert et aI., 1999). Ainsi, Kuiken et
collaborateurs (1994) ont comparé les concentrations en PCBs dans la graisse sous-cutanée de
marsouins échoués entre 1989 etl992le long des côtes de Grande-Bretagne, en distinguant les
animaux morts d'un processus infectieux, de ceux morts d'une cause traumatique. Aucune
différence significative n'a permis d'étayer I'hypothèse d'un effet immunotoxique des PCBs
(Kuiken et al., 1994a). Par contre, une étude similaire réalisée sur des marsouins échoués sur
les mêmes côtes entre 1990 et 1996 (Jepson et al., 1999) débouchait sur une conclusion
inverse. En effet, la concentration en PCBs dans la graisse sous-cutanée était respectivement de
13,6 mglkg et de 31,1 mg/kg de lipide extractible selon que les marsouins étaient morts d'un
processus traumatique ou infectieux, quelque soit l'état nutritionnel des individus (Jepson et al.,
1999). La différence entre les deux études serait à mettre en rapport avec le plus grand nombre
d'individus et le meilleur état de fraîcheur des carcasses dans l'étude de Jepson et collaborateurs
'(1999). De plus, une différence significative de concentrations est rapportée entre mâles et
femelles adultes, respectivement 43 et 14 mg/kg (Jepson et aI., 1999). Bien que ces
concentrations soient similaires à celles qui ont été obtenues en fonction de la cause de mortalité,
il n'y avait pas de prédisposition sexuelle aux maladies infectieuses. En effet, on pourrait
s'attendre à ce que les mâles adultes meurent plus fréquemment d'un processus infectieux.
Récemment, une étude similaire a comparé les teneurs en métaux lourds sur 86 marsouins
échoués sur les mêmes côtes (Bennett et a1.,2001). Bennett et collaborateurs (2fi)1) démontrent
une concentration hépatique en certains métaux lourds, y compris le mercure, plus élevée chez
les animaux mourant de processus infectieux par rapport aux marsouins morts de cause
traumatique. Siebert et collaborateurs (1999) ont, pour leur part, analysé les concentrations
tissulaires (muscle, rein et foie) en mercure et méthylmercure de marsouins échoués ou capturés
sur les côtes allemandes. Aucune différence de concentration de ces deux substances n'a été
observée selon la cause de mortalité ou le sexe. De plus, aucune lésion caractéristique
d'intoxication aiguë ou chronique au mercure n'a pu être démontrée (Siebert et al., 1999).
Néanmoins, il semble que la sévérité des lésions pulmonaires puisse être corrélée avec les
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concentrations en mercure, celui-ci représentant, selon Siebert et collaborateurs. un facteur non-
spécifique de morbidité pour les marsouins.
1 .5 . 5 . 2 . Altérations de la reproduction et disrupteurs endocriniens
Il a été souvent suggéré que les diminutions de certaines populations de mammiftres
marins soient à mettre en relation avec des altérations de la reproduction consécutives à
I'exposition aux contaminants (Helle, 1976; Reijnders, 1986; Baker, 1988; Garcia Hartmann,
1997). Ainsi,la contamination par le DDT et les PCBs aurait été à I'origine de sténose utérine,
responsable d'une diminution de la fertilité chez le phoque marbré et le phoque gris (Helle,
1976; Baker, 1988). Néanmoins, aucune corrélation ne prouve formellement I'existence d'une
relation entre la concentration en contaminants dans les tissus de mammifères marins et des
effets sur la reproduction (Addison, 1989). Cependant, une étude réalisée sur des phoques
nourris avec des poissons fortement contaminés par des organochlorés (PCBs et DDE), a
montré une diminution du taux de reproduction chez ces derniers, vraisemblablement par un
retard d'implantation de I'embryon (Reijnders, 1986). Mais, d'autres composants alimentaires
variaient également et il est possible que plusieurs substances interviennent de manière
simultanée (Addison, 1989; Garc(a Hartmann, 1997). Des résultats préliminaires sur des grands
dauphins en semi-liberté ont démontré un plus faible taux de survie du premier jeune dont les
mères étaient les plus contaminées par les organochlorés (Reddy et a1.,2001). La mortalité de
ces jeunes pourrait être mis en rapport avec d'une part, le caractère primipare des femelles,
responsable d'une exportation massive d'organochlorés via le lait et d'autre part, un manque
d'expérience maternelle (Reddy et a1.,2001).
Une variété de contaminants (artificiels et naturels) peut provoquer des altérations de la
fonctionendocrinienne(Yamato et aI., 1996; Reijnders e/ aI., 1999; O'Hara et O'Shea, 2001).
Parmi ceux-ci, un intérêt tout particulier est posé sur les xéno-oestrogènes, substances qui
peuvent agir comme agonistes ou antagonistes de I'action des oestrogènes (Meurens et al.,
2000). Les principaux sont les PCBs, les organochlorés (DDT, lindane,...), les dioxines et
furannes, et les alkylphénols polyethoxylates. Leur action potenûelle est multiple, comme par
exemple une action sur le récepteur à oestrogènes ou sur le récepteur Ah (aryl hydrocarbone) ou
en agissant sur le métabolisme des oestrogènes (Yamato et al., 1996; Meurens et aI., 2000).
Néanmoins, il semble qu'aux doses environnementales, ces substances n'ont pas d'effet
disrupteur endocrinien chez les mammifères marins (o'Hara et o'Shea, 2001).
I .5 .5 . 3 . Induction de tumeurs
Peu de cas de tumeurs sont rapportés parmi les mammifières marins, et leur mise en
évidence nécessite I'examen d'une large population sur une longue periode de temps (Reijnders
et al., 1999). Néanmoins, la fréquence des tumeurs, bénignes et malignes, est très élevée dans
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les quelques 500 bélugas qui vivent dans I'estuaire du Saint-Laurent (Canada) (Martineau et al.,
1988; 1994; De Guise et al., 1994b; 1995b). D" par le monde, 75 cas de tumeurs ont été
rapportés chez les cétacés, dont 28 rien que pour ces bélugas (De Guise et al., Igg4b), tandis
que les bélugas d'autres régions n'en sont pas affectés. Environ un quart des individus adultes
autopsiés présentaient des néoplasmes malins et I'incidence annuelle de tumeurs, rapportée à
l'échelle de la population est de 233 pour 100.000 (Martineau et aI., 1994; 1999). Cette
incidence est parmi les plus élevées du règne animal, similaire à celle rapportée chez I'homme ou
chez les animaux domestiques. A I'exception du papillome gastrique d'origine virale (De Guise
et aI., 1994a), aucune étiologie précise n'est connue (De Guise et al., I994b; De Guise et al.,
1995b). Néanmoins, I'exposition chronique à certains contaminants pourrait être responsable de
I'incidence élevée de tumeurs (Martineau et al., 1994), soit par un processus d'initiation et de
promotion, soit par une altération de I'immunité anti-cancéreuse (De Guise et al., 1994b;
1995b). Parmi les substances suspectées, présentes aussi bien dans I'eau du Saint-Laurent que
dans les tissus des bélugas, figure en première place le benzo[a]pyrène (BaP) (Martineau et aI.,
1988; 1994; De Guise et al., I994b;1995b). Le BaP est un initiateur de tumeurs (Cotran et al.,
I994a) et des altérations génomiques spécifiques (adduits de I'ADN) ont été mises en évidence
chez les bélugas du Saint-Laurent tandis que la population de I'Arctique en était indemne
(Martineau et al., 1988; 1994). Les adduits de I'ADN évaluent de manière spécifique
I'interaction entre une substance carcinogène et I'acide nucléique, ces altérations prédisposant
aux tumeurs (Martineau et al., 1988;Cotran et al., I994a). Les PCBs, également présents dans
I'environnement et dans les tissus des bélugas, pourraient favoriser le développement de
tumeurs comme promoteurs de cellules initiées (Martineau et al., 1994; De Guise et aI., 1994b
1995b). La diminution de I'immunité est un autre mécanisme évoqué pour expliquer I'incidence
élevée de tumeurs dans la population de bélugas du Saint-Laurent. L'immunité anti-tumorale
résulte essentiellement de I'action des lymphocytes T cytotoxiques et des cellules NK (Cotran er
al., 1994a). Finalement, les PCBs présents dans les tissus des Mluga pourrait agir comme
immunosuppresseur direct, modifiant également I'immunité anti-tumorale (De Guise et al..
1994b:1995b).
En dehors de la population de bélugas du Saint-Laurent, les tumeurs ne sont observées
qu'exceptionnellement parmi les mammifères marins de la Mer du Nord (van Nie, 1989; Baker,
1992b; Baker et Martin, 1992; Jepson et al., 2000). Parmi les rares cas rapportés, un
adénocarcinome gastrique aéte diagnostiqué chezun marsouin échoué sur les côtes allemandes.
Cependant, les évidences étaient incomplètes pour incriminer un effet carcinogène des
contaminants présents dans I'environnement (Breuer et al., 1989).
Parmi les pinnipèdes, I'incidence la plus élevée de tumeur a été observée dans la
population de lions de mer de Californie (Gulland et al., 1996). Ente 1979 et 1994, 18 Vo des
animaux échoués sur les côtes de Californie (USA) présentaient des carcinomes à cellules
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transitionnelles et selon Gulland et collaborateurs (1996), les contaminants environnementaux
pourraient jouer un rôle dans l'étiologie de cette tumeur.
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2. OBJEcTIF ET PLA N
DU TRA VA IL
L'objectif de notre étude était d'identifier les lésions et causes de mortalités observées
chez les petits et les grands cétacés ainsi que chez les pinnipèdes échoués sur les côtes
continentales de la baie sud de la Mer du Nord. A partir des observations nécropsiques et des
exirmens post mortem, effectués entre 1990 et 2000, rl a été tenté de déterminer I'origine des
lésions ainsi que les conséquences des activités humaines sur ces espèces vivant dans un milieu
soumis à de fortes pressions anthropiques.
La réalisation de cet objectif a pu être atteint pour les espèces considérées par
I'intermédiaire de plusieurs jalons :
de protocoles spécifiques d'examen nécropsique ;
pour les infections à morbillivirus ;
principaux processus morbides et de génêrer des hypothèses spécifiques
d'échouage à la situation dans la baie sud de la Mer du Nord ;
L'étude I analyse la situation des petts cétacés échoués entre 1990 et 2000 en utilisant le
marsouin corlme modèle. L'étude 2 décit les lésions associées à un épisode de morbillivirose
chez les phoques durant l'été 1998 tandis que l'étude 3 s'attarde à la sinration des petits
pinnipedes échoués entre 1990 et 2000. L'étude 4 décnt les lésions et les causes de mortalité des
cachalots lors de deux échouages massifs en développant une hypothèse expliquant de tels
accidents. Finalement, l'étude 5 expose les lésions associées à une infection par un morbillivirus
chez deux rorquals coillmuns, cette description étant originale.
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En définitive, æfte enquête, réalisée sur l0 ans, pennet d'appéhender tes principales
menaces qui pèsent sur ces animaux et d'en clarifier les origines, plus sy'ecifiquement le rôle des
infections par les morbillivirus ainsi que celles qui sont générées par les différentes activités




3.1. Lésions et causes de mortalité des marsouins échoués sur les côtes belge
et du nord de la France entre 1990 et 2000
Post-mortemfindings and causes of death of harbour porpoises(Phocoena phocoena)
strandedfrom 1990 to 2000 along the coastlines of Belgium and Northern France
Journal of Comparative Pathology, accepté pour publication
Entre 1990 et 2000,55 marsouins échoués sur le littoral belge et du nord de la France ont
été examinés dans le cadre du travail du groupe MARIN. Les buts de cette étude étaient
d'identifier sur chaque individu les lésions, leurs origines et les causes de mortalité, afin de
mieux connaître l'état de santé de la population de cette espèce de cétzcé la plus représentée en
Mer du Nord. Au départ des principales observations post mortem, rrn modèle pathogénique
devait être établi permettant d'expliquer les principales causes de mortalité. En effet. durant la
seconde moitié du XXe siècle, le déclin de cette population en Mer du Nord a souvent été
associé à la capture dans les filets de pêche, à la modification de la distribution en proies et à la
pollution. Néanmoins, I'identification des lésions et des causes de mortalités des mammifères
marins en Mer du Nord, par I'intermédiaire d'études pathologiques systématiques, ne sont
apparues qu'au début des années 90.
Tous les animaux ont été autopsiés et échantillonnés selon un protocole standard. Des
tissus étaient collectés pour les examens histopathologiques, microbiologiques et
toxicologiques. De plus, des prélèvements ont également été réalisés de manière à déterminer
l'âge et le contenu alimentaire ainsi que pour l'étude des variations génétiques de la population.
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læs 55 marsouins étaient répartis en 36 femelles (aucune gestante) et 28 mâles (sexe non
déterminédans un cas) provenant de la côte belge (n = 40) et du nord de la France (n = 15)
distribués en six nouveau-nés (< 90 cm), 30 immatures (91-130 cm) et l7 adultes (> 130 cm).
L'age n'apu êtrre déterminé dans deux cas. L,a répartition temporelle des échouages était nès
hétérogène. En effet, de 1990 à 1995, cinq individus avaient été examinés tandis que par la suite
ils n'ont cessé d'augmenter, atteignant2T marsouins en r999 (Figure 2).
Figure 2 : Répartition annuelle des échouages de marsouins sur te littoral belge et du nord
de la France entre 1990 et 2000.
Dans 16 cas,le mauvais état de conservation de la carcasse n'a pas permis de réaliser une
autopsie complète.
A I'autopsie, les principales lésions étaient de l'émaciation sévère, de la broncho-
pneumonie et des parasitoses sévère multiples (Tableau 7, discussion générale). Fréquemment,
plusieurs lésions fatales étaient présentes sur le même individu.
L'émaciation se caractérisait par une amyoûophie généralisée et une rréduction de
l'épaisseur de lard sous-cutané (9,2 t 3,8 mm pour les individus émaciés ;20,1 + lO,'I nrm
pour les individus non-émaciés).
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La broncho-pneumonie était le plus souvent aiguë, hémonagique à purulente, voire
nécrosante dans certains cas. Des infestations parasitaires par Pseudalius inflexus, Torynurus
convolutus et Halocercus sp. étaient fréquemment associés à ces lésions pulmonaires. Les
gennes isolés étaient E. coli, Staphylococcrrr sp. non hémolytique, Aeromonas hydrophyla et
Proteus vulgaris. Pseudomondr sp. a été isolé dans tous les cas de pneumonie aiguë nécrosante.
Les parasitoses sévères et multiples se caractérisaient par des infestations sévères de
plusieurs organes qui présentaient des lésions associées. Ainsi, comme précédemment décrit, de
la broncho-pneumonie aiguë était souvent associée à I'infestation mixte par P. inflexus et T.
convolutus ; P. inflexus, se localisant également au niveau de la petite circulation artérielle était
responsable d'un cas de thrombose chronique. De la gastrite aiguë ulcérative était associée à
I'infestation par A. simplex dont les larves se fixent à la muqueuse gastrique. Les infestations
sévères par les douves (Campula oblonga) provoquaient de la periangiocholite chronique sévère
prenant parfois l'aspect d'hépatite chronique interstitielle étendue. Ces parasitoses multiples
s'accompagnaient fréquemment d'une infestation sévère de I'oreille moyenne (sinus
peritympanique et bulle tympanique) par Stenurus minor, sans évidence de lésion
macroscopique.
D'autres lésions et causes de mortalités ont été observées avec une moindre incidence. [-a
capture dans les filets de pêche était responsable de la mort de huit marsouins. Quatre individus
ont été directement rapportés par des pêcheurs, tandis que dans les 4 autres cas, I'absence de
lésion fatale à l'exception d'oedème pulmonaire accompagné de congestion et d'emphysème, et
la présence d'incisions cutanées nettes et fines ont permis d'établir le diagnostic. Un marsouin
ramené par un pêcheur a été considéré comme étant mort avant la mort. En effet, il présentait de
nombreuses lacérations cutanées non hémorragiques ainsi que de l'émaciation et de la broncho-
pneumonie aiguë. læs lésions ulcératives et multiples du tractus digestif étaient fréquentes telles
que de la stomatite aiguë ulcérative et de I'oesophagite aiguë à chronique ulcérative.
A I'examen microscopique, les lésions pulmonaires se distribuaient principalement en
trois catégories. De la broncho-pneumonie interstitielle se caractérisait par un infilnat
péribronchique de lymphocytes et un épaississement des septa alvéolaires par de I'oedème, des
macrophages, des lymphocytes et de rares éosinophiles et cellules géantes. Cette réaction était le
plus fréquemment associée à la présence de nématodes adultes dans les voies respiratoires. [æ
second type de réaction prenait I'aspect d'une broncho-pneumonie aiguë avec présence
d'exsudat composé de neutrophiles, d'érythrocytes et de fibrine dans les voies respiratoires et
présence de neutrophiles dans le parenchyme pulmonaire. Dans les cas sévères, de larges plages
de parenchyme nécrosé étaient visibles. Ce type de réaction était le plus souvent disposé autour
de larves de nématode et accompagné de foyers de prolifératon bactérienne. La toisième
catégorie de lésion pulmonaire se caractérisait par une congestion généralisée avec présence dans
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le parenchyme et les voies respiratoires d'oedème contenant parfois des érythrocytes. Cette
réaction était présente chez les animaux morts dans les filets de pêche.
Les lésions ulcératives muco-cutanées se présentaient sous la forme de réaction subaiguë à
chronique avec un infiltrat de macrophages et de fibroblastes ainsi que des évidences de
néovascularisation dans le tissu conjonctif sous-jacent.
Plusieurs formes d'encéphalites ont été diagnostiquées sous le microscope. Dans un cas,
une encéphalite subaiguë granulomateuse se caractérisait par des collections périvasculaires de
macrophages et de lymphocytes, ainsi que de grandes plages de nécrose cérébrale massivement
infiltrées par des macrophages. Des corps d'inclusion éosinophiles intranucléaires étaient
disséminés dans la lésion. Un cas de méningo-encéphalite subaiguë perivasculaire accompagnait
la présence d'oeufs semblables à ceux de trématodes.
Aucun virus n'a pu être mis en évidence tant par immunohistochimie que par culture
cellulaire. De plus, tous les seratestés étaient négatifs pour Brucella abortus.
Conclusions
Les principales observations relevées à I'autopsie des marsouins échoués sur le littoral
belge et du nord de la France sont l'émaciation, la parasitose sévère et multiple et la broncho-
pneumonie aiguë. Ces différentes lésions sont souvent présentes simultanément et sont
étroitement liées. Le processus fatal peut être schématisé de la manière suivante : l'émaciaton et
la parasitose sévère et multiple sont des maladies chroniques qui conduisent I'animal à une
débilitation progressive favorisant une broncho-pneumonie aiguë, cause de la mort.
Un fait majeur de cette étude est I'augmentation importante du nombre de marsouins
échoués ces dernières années. Aucune épizootie d'origine infectieuse n'a pu êne identifiée
cortme en étant I'origine, pas plus qu'une incidence plus élevee de capture dans les filets de
pêche. Il est vraisemblable que le nombre de marsouins ait augmenté dans la baie sud de la Mer
du Nord suite à un déplacement de la population. Cette hypothèse permettrait d'expliquer le
déclin de marsouins dans certaines parties septentrionales de la Mer du Nord et I'apparition de
I'espèce dans des zones plus méridionales où elle était considérée comme rare.
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3.2. Infection par un morbillivirus chez les phoques communs échoués sur
le littoral belge et du nord de la France durant l'été 199g
Morbillivirus in common seals stranded on the coasts of Belgium and northern France during
summer 1998
The Veterinary Record,148, SB7-S9I, ZOOI
Le but de cette étude était d'identifier les lésions et les causes de mortalité lors d'un
épisode de mortalité soudaine et sévère de phoques corlmuns sur les côtes belges et du nord de
la France. Durant le mois d'août 1998, 16 phoques se sont échoués, morts ou moribonds, ces
derniers étanthospitalisés dans des centres spécialisés de soins. En tout, ll phoques (10
juvéniles et 1 adulte) ont été autopsiés et échantillonnés selon leur état de fraîcheur pour les
examens histopathologiques, microbiologiques et toxicologiques. Les cinq individus morts dans
les centres de soins ont été examinés quelques heures après la mort, les autres étaient plus ou
moins bien conservés.
De I'hyperthermie biphasique, de l'émaciation, de la pneumonie furent les principaux
signes cliniques observés chez les animaux hospitalisés.
A I'autopsie, les lésions les plus fréquemment présentes étaient de l'émaciation, de la
broncho-pneumonie aiguë avec de l'emphysème interstitiel ainsi que de I'entérite aiguë.
A I'examen microscopique, la lésion la plus fréquente était de la broncho-pneumonie
subaiguë caractérisée par un infiltrat de lymphocytes, de macrophages et rares neutrophiles dans
le tissu interstitiel. Dans un cas, la broncho-pneumonie était sévère, aiguë et nécrosante. Le tissu
lymphoide était fortement déplété avec une absence de formation de follicules lymphoides et de
nombreux lymphocytes avec un noyau pycnotique. De rare corps d'inclusion éosinophiles
étaient présents dans le noyau de certains lymphocytes. Un cas de méningo-encéphalite aiguë a
également été observé.
Suite à I'examen clinique, nécropsique et microscopique, une morbillivirose a été
fortement suspectée. Pour étayer ce diagnostic, des examens complémentaires ont été réalisés.
L'examen par immunofluorescence, utilisant un anticorps polyclonal anti-CDV, était
positif pour deux individus et des titres d'anticorps neutralisants anti-CDV ont été détectés chez
six phoques.
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Un examen immunohistochimique a été réalisé en utilisant deux anticorps monoclonaux,
un dirigé contre la protéine de fusion du CDV (clone 1C5) et I'autre contre I'hémagglutinine du
PDV (clone 1,3). Des tissus d'un phoque sain ainsi que des tissus d'un dauphin et d'un rorqual
commun infectés par le morbillivirus ont été utilisés respectivement comme témoins négatif et
positif. Une réaction positive a été obtenue sur du tissu lymphoide de quatre phoques (Etude 2,
figure 2).
Des suspensions de tissus positifs à I'examen par immunofluorescence ont été groupées et
ont été utilisées pour infecter des cultures de cellules Vero. Des particules virales de type
pilramyxovirus ont été identifiées par microscopie électronique après coloraton négative.
Finalement, un test de diagnostic par RT-PCR a été réalisé. De I'ARN a été extrait de
tissus congelés ainsi que de tissus fixés au formol et enrobés à la paraffine. Les amorces
sélectionnées amplifient un fragment de 78 pb du gène de la phosphoprotéine P. Du ganglion
lymphatique fixé au formol et enrobé à la paraffine d'un rorqual infecté par le morbillivirus a été
utilisé coûlme témoin positif, et une RT-PCR pour la B-actine a éte effectuée pour contrôler
I'extraction de I'ARN. Des fragments de la taille attendue ont été obtenus, à partir des
échantillons congelés et de ceux qui étaient enrobés à la paraffine, de sept phoques y compris
deux dont la carcasse était dans un mauvais état de conservation @tude 2, figure 3).
L'amplification était également positive pour la B-actine.
Conclusions
Cette étude démontre que la mortalité et les lésions observées chez les phoques échoués
sur les côtes belge et du nord de la France durant l'été 1998 sont à mettre en rapport avec une
infection par un morbillivirus. Ce diagnostc se base sur les évidences qui peuvent être résumées
comme suit:
Ce diagnostic est confirmé par I'identification de particules virales de type paramyxovirus
dans des cultures cellulaires.
Bien que des évidences sérologiques suggéraient que le morbillivirus du phoque était
toujours présent en Mer du Nord depuis l'épizootie de 1988 (responsable de la mort d'environ
18.000 phoques), il semble que ce soient les premiers cas de maladie et de mortalité depuis lors.
Les signes cliniques, et les lésions macroscopiques et microscopiques sont similaires à ceux
précédemment décrits chez les phoques infectés par ce virus. L'avantage de la RT-PCR, par
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I'amplification d'un fragment d'ARN de petite taille est de pouvoir établir un diagnostic lorsque
les examens histologiques et immunohistologiques ne sont plus réalisables sur une carcasse en
état avancé de putréfaction. En effet, dans notre étude, sept phoques étaient positifs par la RT-
PCR, mais seuls deux individus étaient positifs suite à I'examen immunohistochimique.
3.3. Lésions et causes de mortalité des phoques échoués sur le littoral belge
et du nord de la France entre 1990 et 2000
Lesions and causes of death of seals stranded on the coasts of Belgium and northern France
from 1990 to 2000
Article soumis pour publication
Très peu de publications scientifiques ont été consacrées aux lésions et aux causes de
mortalités des pinnipèdes en Mer du Nord, et ce jusqu'à la fin des années quatre-vingt. A ce
moment, de très nombreux articles ont été consacrés à la première épizootie par le pDV, en
1988. En effet, entre 1988 et 1989, environ 18.000 phoques communs sont morts en Mer du
Nord sur une population estimée à 25.000 individus. Depuis lors, d'autres espèces ont été
infectées comme le phoque gris,le phoque du lac Balkal et le phoque de la Caspienne. Bien que
des phoques séropositifs soient toujours présents, aucun cas de maladie associée à I'infection
par le PDV n'a été rapportée dans la population de la Mer du Nord depuis l'épizoote de 19gg.
Cependant durant l'été l998,cette maladie fut diagnostquée sur sept phoques juvéniles échoués
sur les côtes belge et du nord de la France. Néanmoins, en dehors de cet intérêt pour les
infections par le morbillivirus, la presse scientifique est peu abondante pour les autres causes de
mortalité.
Les buts de cette étude étaient d'identifier les lésions, leurs origines et les causes de
mortalité sur les phoques échoués sur le littoral belge et du nord de la France de 1990 à 2000.
Trois espèces de phoques ont été considérées : le phoque conunun, le phoque gris et le phoque
à capuchon. Seule la première espèce a été prise comme animal de référence. L'inventaire des
lésions et son corollaire, à savoir les causes de mortalité, a permis de mieux connaître l'état de
santé de la population de cette espèce la plus fréquente le long de notre linoral en identifiant les
principales menaces. Ainsi, un modèle pathogénique devait être établi permettant d,expliquer les
mécanismes morbides responsables des mortalités de phoques dans la baie sud de la Mer du
Nord.
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La répartition temporelle des échouages est ûès hétérogène. En effet, entre 1990 et 1997,
seuls six phoques étaient disponibles pour I'autopsie, contre 32 de 1998 à 2000 (Figure 3).
I 993 1 994
Figure 3 : Répartition annuelle des échouages de phoques communs sur le littoral belge et
du nord de la France entre 1990 et 20fi)
En tout,38 phoques (34 phoques communs,3 phoques gris et I phoque à capuchon) ont
été autopsiés et échantillonnés selon un protocole standard. Il s'agissait de 26 juvéniles, 10
adultes (âge non déterminé dans deux cas) Épartis en 20 mâles et 15 femelles (sexe non
déterminé dans trois cas). Dans 31 cas, les animaux étaient trouvés morts sur la plage et sept
étaient décédés pendant la période de réhabilitaûon au National Sea Life de Blankenberge. Des
tissus étaient collectés pour les examens histopathologiques, microbiologiques et
toxicologiques. Dans 14 cas, I'examen nécropsique fut limité suite à l'état avancé de
putréfaction.
Les observations nécropsiques figurent dans le tableau 5
Onze présentaient de l'émaciation avec une réduction sévère des réserves adipeuses et une
amyotrophie. L'épaisseur de lard dorsal variait selon :
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p < 0,0001) ;
chronique: 7,0 mm+8,9; p=0,001);
Au niveau pulmonaire, la lésion la plus fréquente était la broncho-pneumonie aiguë,
associée dans quelques cas à de la verminose par Otostrongylus circumlitus et Parafilnroides sp.
dans les bronches (5 cas) et par O. circumlitzs dans I'artère pulmonaire (deux cas).
En cas de capture dans les filets, les poumons apparaissaient congestifs et oedématés
avec de la mousse blanche abondante parfois marquée de sang dans les voies respiratoires.
Au niveau digestif, de I'entérite aiguë hémorragique a été observée dans six cas. Deux
individus présentaient de la peritonite aiguë fibrineuse étendue consécutive à une perforation
gastrique par un corps étranger. Dans les deux cas, il s'agissait de baguette métallique utilisée
sur les lignes de pêche pour les écarter les unes des autres.
Tableau 5: Lésions observées sur les phoques échoués sur les côtes belge et du nord de la
France entre 1990 et 2000
De nombreux hématomes sous-cutanés et musculaires ont été observés sur la tête et le
thorax de deux phoques communs et de deux phoques gris. Dans deux cas, ces lésions











Broncho-pneumonie aiguë 6 I 7
Entérite aiguë 6 6
Evidence de raumas 2 2 4
Oedème et congestion pulmonaires 5 2 7
Péritonite aiguë 2 2
Pleurésie aiguë I I
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A l'examen microscopique, trois catégories principales de lésions étaient visibles au
niveau pulmonaire: de la broncho-pneumonie aiguë, le plus souvent nécrosante; de la
pneumonie interstitielle subaiguë accompagnée d'infiltrats d'éosinophiles et de peribronchite
subaiguë lors d'infestation parasitaire ; de I'oedème et de la congestion pulmonaires (dans les
cas de capture dans les filets).
Au niveau des ganglions lymphatiques, les principales observations étaient d'une part de
I'adénite subaiguë granulomateuse fréquemment organisée autour d'une matrice éosinophile
anhyste (réaction de Splendore-Hoeppli). D'autre part, de la déplétion lymphoide était souvent
visible.
Deux individus présentaient de la méningo-encéphalite aiguë à subaiguë avec des plages
de nécrose et d'hémorragie disséminées ainsi que des aggrégats périvasculaires de lymphocytes
et de macrophages.
Des bactéries ont été isolées du sang, la moelle osseuse ou de I'encéphale chez six
phoques, suggérant ainsi une bactériémie ou une septicémie.
Les résultats des investigations pour mettre en évidence une infection par un morbillivirus
sont résumés dans le tableau 6 qui rassemble tous les animaux positifs entre 1990 et 2000. En
plus des sept phoques infectés par le morbillivirus durant l'été 1998 (Etude 2), cinq autres
phoques se sont révélés positifs par RT-PCR. Dans deux cas, I'infection a été confirmée par
d'autres méthodes:
(n=1) ;
négative de cultures cellulaires (cellules Vero infectées avec une suspension de tissu
pulmonaire) (n=1);
des lymphocytes spléniques (n = 1) ainsi que dans le ganglion bronchique,
I'amygdale et le tissu pulmonaire (n = 1).
Deux catégories de causes de mortalité peuvent être aisément identifiées suite aux exlmens
po$ mortem réalisés sur les phoques échoués entre 1990 et 2000 le long des côtes belges et du
nord de la France. D'une part, les mortalités associées à un processus morbide chronique, les
animaux étant émaciés et présentant des évidences de processus infectieux (broncho-pneumonie
aiguë, entérite, septicémie), le plus fréquemment associés à une infection par un morbillivirus.
D'autre part, les mortalités associées à un processus morbide aigu, soit suite à la capture dans
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3.4. Investigations post mortem réalisées sur les cachalots échoués sur le
littoral belge et hollandais
Postmortem investigations on winter stranded sperrn whnles from the coasts of Belgium
and the Netherlands
Iournal of Wildlife Diseases,34,99-109, 1998
L'objectif de ceffe étude est de décrire les lésions observées et leurs origines respectives
sur sept cachalots lors de deux échouages massifs (hiver 94-95). De nombreuses hypothèses
tentent d'expliquer ces accidents où plus de deux cétacés s'échouent simultanément, au même
endroit. Cependant, individuellement, une seule de ces théories ne permet pas d'expliquer ces
échouages massifs. Il est probable qu'il s'agisse d'interaction ente les conhaintes
océanographiques du littoral (marée, topographie complexe,...) et des données propres aux
animaux (comportement pélagique, structure sociale forte, état de santé,...). Par I'analyse
réalisée, nous avons voulu développer une hypothèse d'échouage des cachalots applicable à la
baie sud de la Mer du Nord. Bien que ces échouages soient décrits depuis le XVIe siècle dans
cet écosystème, aucune étude pathologique n'avait jamais été publiée pour mieux comprendre le
mécanisme morbide et fatal. Une des premières raisons 
"r1 
1a taille de ces animaux, atteignant
fréquemment 15 mètres pour un poids supérieur à 30 tonnes et qui viennent s'échouer sur nos
plages en groupe de 3 à 18 individus. Les seules données pathologiques existantes concement
les cachalots capturés lors des opérations de chasse.
Deux groupes de cachalots ont été découverts échoués morts ou vivants sur le littoral
belge (Coxyde) et hollandais (Scheveningen), respectivement le 18 novembre 1994 et le lZ
janvier 1995. Les animaux vivants sont morts quelques heures après l'échouage et les sept
cachalots ont été autopsiés et échantillonnés directement sur les plages moins de 24 h après la
mort. Les animaux de la côte belge ont été pesés lors de l'équarrissage.
Tous les individus étaient des mâles, adultes, d'environ 15 mètres de long. A l'autopsie,
les principales lésions étaient des abrasions cutanées peri mortem, de la stomatite aiguë
ulcérative, de I'otite exteme aiguë à chronique ulcérative et de la congestion généralisée de la
séreuse intestinale et du mésentère parfois accompagnée de pétéchies. [,a stomatite, présente
dans cinq cas, se caractérisait par la présence de 3 à 4 ulcères aigus, atteignant 10 cm pour les
plus grands, disposés longitudinalement sur le palais dur. Dans les cas d'otite, des ulcères de I
à 4 cm de long étaient situés dans le tiers externe du conduit auditif. Les animaux étaient dans un
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mauvais état d'embonpoint, l'épaisseur de graisse dorsale étant d'environ 16 cm pour les
animaux échoués à Coxyde et inférieure à 12 cm pour les animaux échoués à Scheveningen. De
plus, aucun ne présentait de graisse viscérale. Finalement, les animaux échoués à Coxvde
présentaient un important déficit pondéral.
A I'exception de quelques becs de céphalopodes dans I'estomac, il n'y avait pas de
contenu alimentaire dans le tube digestif. L'analyse de ces becs a permis d'identifier les espèces
comme étant des céphalopodes de I'Atlantique nord, qui ne sont pas présents en Mer du Nord.
Les examens microscopiques ont permis de caractériser les ulcères du palais comme étant
de la stomatite aiguë à subaiguë ulcérative profonde avec une nécrose étendue du tissu conjonctif
sous-jacent accompagnée de dermatite aiguë à subaiguë périvasculaire. Les cellules épithéliales
présentaient un oedème intracellulaire (ballooning degeneration) ainsi que des corps d'inclusion
éosinophiles intracytoplasmiques. Les lésions du conduit auditif ont été diagnostiquées comme
de I'otite aiguë à subaiguë ulcérative.
Les lésions ulcératives évoquaient une infection virale. En effet, l'épithélium présentait de
la spongiose et de la dégénérescence hydropique et dans certains cas, des inclusions intra-
cytoplasmiques étaient légèrement positives à la coloration de Feulgen, specifique pour I'acide
nucléique. Néanmoins, les examens par microscopie électronique et par immunohistochimie
ainsi que par culturecellulaire sont restés négatifs. Aucun germe significatif n'a été mis en
évidence suite aux différents examens bactériologiques et parasitologiques.
Conclusions
Deux catégories principales d'observations sont significatives à I'issue des autopsies.
D'une part celles qui étaient présentes avant l'échouage des cachalots (lésions ulcératives des
épithéliums et mauvais état d'embonpoint ) et qui ont peut€tre participe à l'évènement. D'autre
part, celles qui ont été provoquées par l'échouage (abrasions cutanées et congeston viscérale).
Le mauvais état d'embonpoint, I'absence de proies fraîches dans le tractus digestif et la présence
de becs de céphalopode de I'Atlantique suggèrent que ces animaux ne s'étaient plus alimentés
adéquatement depuis leur arrivée en Mer du Nord.
Connaissant le comportement des cachalots, les données océanographiques des zones où
ils se sont échoués et les lésions similaires observées entre les différents individus, une
hypothèse peut être avancée pour expliquer ces échouages massifs. Les cachalots sont des
animaux pélagiques vivant au large sans pénétrer en Mer du Nord. Dans I'Atlantique nord-est,
les mâles effectuent des migrations saisonnières depuis les eaux froides du nord vers le sud en
passant au large de I'Ecosse. Pour une raison non définie, lors de cette migration hivernale,
certains pénétreraient en Mer du Nord. Dans sa partie septentrionale, la profondeur des eaux est
supérieure à 100 m mais dans sa partie méridionale, elle dépasse rarement 25 m. De plus, dans
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cette zone, la topographie marine est très complexe avec de nombreux bancs de sable. Les
cachalots se retrouvent dans un environnement qui ne leur pas familier, dans lequel leurs proies
ne sont pas présentes. Progressivement, ils s'amaigrissent et s'affaiblissent, sont sujets
processus infectieux secondaires et certains se retrouvent prisonniers de bancs de sable à maÉe
descendante. Hors de I'eau, les altérations vasculaires engendrent un processus de shock,
responsable de la mort de I'animal. A l'échelle des cachalots, la Mer du Nord représente un
piège, un cul-de-sac dont ils ont très peu de chances d'échapper.
3.5. Lésions observées chez deux rorquals (Bataenoptera physalus) associées
à une infection par un morbillivirus.
Pathological findings in two fin whales (Balaenoptera physalus) with evidence of morbillivirus
infection
Journal of Comparative Pathology,123, 198-201, 2000
Le but de cette étude était d'identifier les lésions et les causes de mortalité de rorquals
échoués dans la baie sud de la Mer du Nord ainsi que I'intervention d'un morbillivirus dans le
processus morbide.
Deux rorquals femelles immatures se sont échoués respectivement le 1" novembre 1997
sur la plage de Raversijde (Belgique) 
-Baleine 1- et le 9 octobre 1998, sur la plage de Wimereux
(France) 
-Baleine 2-. Dans chacun des cas, une autopsie a été réalisée, complète pour la
première et partielle pour la seconde (état intermédiaire de conservaton de la carcasse et absence
d'équipement lourd pour I'autopsie). De plus, des échantillons ont été collectés pour des
investigations histologiques, bactériologiques, virologiques et parasitologiques.
L'examen nécropsique a révélé une infestation cutanée par des copépodes (Penellidae) et
un mauvais état nutritionnel. De plus, chezla baleine 1, un thrombus chronique de 75 cm de
long et de 20 cm de diamètre était présent dans la veine porte. Il étâit semi-occlusif et organisé
autour de plusieurs centaines de nématodes (Crassicauda sp.).
A l'examen histologique, des cellules syncytiales ont été observées dans les ganglions
lymphatiques mésentériques et de la glande mammaire (baleine l), dans les réactions
inflammatoires chroniques associées à des infestations parasitaires au niveau du rein (baleine 1)
et de la peau (baleine 1 et 2). Les cellules syncytiales contenaient jusqu'à 50 noyaux dont
certains présentaient des corps d'inclusion intranucléaires éosinophiles. De plus, les ganglions
présentaient une forte déplétion lymphoïde. Un examen immunohistochimique a été réalisé en
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présentaient une forte déplétion lymphoïde. Un examen immunohistochimique a été réalisé en
utilisant deux anticorps monoclonaux, un dirigé contre l'hémagglutinine du PDV (clone 1,3) et
I'autre orienté contre la protéine de fusion du CDV (clone 1C5). La réaction était fortement
positive dans les cellules syncytiales présentes dans les ganglions et dans les autres tissus
(Baleine l) et se caractérisait par un feutrage intra-cytoplasmique tandis que les corps
d'inclusion apparaissaient fortement colorés et homogènes (Etude 5, figure l). Certaines
cellules mononuclées étaient également colorées, mettant en évidence des corps d'inclusion
inaperçus par I'examen histologique (Baleine I et2).
D'autres évidences ont permis de confirmer une infection par un morbillivirus :
par microscopie électronique ;
suspension de tissu hépatique et mise en évidence de particules virales similaires à
celles des paramyxovirus, observées après coloration négative par microscopie
électronique au départ de la culture cellulaire @aleine 1).
Toutes ces évidences suggèrent que les deux baleines étaient infectées par un
morbillivirus. Selon les auteurs, il s'agit de la première description de lésions spécifiques à une
telle infection chez les baleines.
La déplétion lymphoide est à I'origine d'infections secondaires qui, selon notre analyse





L'émaciation, la broncho-pneumonie aiguë et le parasitisme sévère étaient les pathologies
les plus fréquentes. Ces lésions sont similaires à celles décrites pour les autres pays limitrophes
de la Mer du Nord @aker et Martin, 1992; Kirkwood et aI., 1997; Siebert et al., 2001).
Néanmoins, leurs fréquences respectives varient en fonction des régions (Tableau 7). Il est
commun de diagnostiquer de nombreuses lésions sur le même individu @aker et Martin, Igg2)
et parmi celles-ci, il est difficile de déterminer celle qui est responsable de la mort (Siebert et al.,
2001).
4.1.1.1. Emaciation
Une observation constante est une épaisseur de graisse des animaux échoués (Benke er
al., 1998; Siebert et aI., 1999; Siebert et al., 2001) inférieure à celle des animaux pris dans les
filets (Read, 1990; Lockyer, 1995). L'émaciation, décrite par Baker et collaborateurs (1992)
ainsi que par Kirkwood et collaborateurs (1997), se rapporte à un état de privation alimentaire
observé chez les animaux non-sevrés ou chez les animaux âgés ayant des dents usées. Dans
notre étude, quatre individus entaient dans ces conditions. Pour les autres individus restants.
















Période d'observation r979-199r 1990-1995 1990-1996 r99r-1993 t99r-1996 1990-2000
Diagnostic établi sur n-41 n=176 n=197 n=61 n=133 n=39
Evidence de capture 24,4 Vo 37 Vo 34 7o 5l Vo 46 Vo 20,5 Vo
Broncho-pneumonie 26,8 Vo 16 Vo 3O 7o 73 Vo 56,4 Vo 66,6 Vo
Parasitisme 6l Vo* 69 Vo* 73 Vo 62,4 Vo* 6r,5 Vo
Emaciation 7 Vo** 9 Vo** 4l Vo 3l Vo 66,6 Vo
Tableau 7: Comparaison des principales lésions observées chez les marsouins échoués sur
les côtes de la Mer du Nord (autopsie complète). ; x : Parasitisme respiratoire ; * * :
décrit comme un état de privation (starvation)
Selon Siebert et collaborateurs (1999), cet état pourrait être associé à une réduction des
apports alimentaires suite à I'infestation parasiture. Comme J0 Vo des animaux analysés
présentaient un tube digestif vide, l'émaciation peut également être due à une réduction de
l'alimentation. Cette diminution des apports alimentaires pourrait être la conséquence
d'ulcérations du tractus digestif antérieur (bouche, oesophage) comme souvent observées dans
notre analyse ou d'une réduction des proies pourrait en être I'origine. Néanmoins, cette demière
est peu probable puisque les espèces dont s'alimente le marsouin sont fréquentes dans la baie
sud de la Mer du Nord.
4. 1. 1.2. Broncho-oneumonie
La plupart des cas de broncho-pneumonie surviennent à la suite des complications
bactériennes secondaires aux infestations parasitakes pulmonaires. Cette combinaison est la
première cause de mortalité infectieuse des marsouins échoués sur les côtes de Grande-Bretagne
(Baker et Martin, 1992; Jepson et a1.,2000), d'Allemagne (Benke et aI., 1998; Siebert et al.,
1999:2OOl), et des Pays-Bas (van Nie, 1989; Garcia Hartmann,1997).
Pseudnlius inllexus, Torynurus convolutus et Halocercus sp. étant présents
simultanément, il n'est pas possible de déterminer laquelle de ces trois espèces est la plus
pathogène. Il semble qu'il y ait une relaton entre le stade parasitaire et les lésions. En effet,
comme décrit par Howard et collaborateurs (1983), les réactions inflammatoires étaient plus
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sévères autour des stades larvaires. La prévalence de verminose respiratoire, de 56 Vo dans
notre étude, est classiquement élevée, atteignant 60 Vo pour les marsouins échoués sur les côtes
hollandaises (van Nie, 1989) et allemandes (Siebert et a1.,2001), et jusqu'à 69 Vo sur les côtes
britanniques (Jepson et al.,20N). Ces infestations sévères des voies aériennes et des vaisseaux
sanguins pulmonaires peuvent entraver les capacités de plongée et de chasse (Siebert et aL,
2001) ou participer à l'émaciation (Siebert et al., 1999\
4. 1. 1.3. Infestations parasitaires
Comme signalé dans le tableau 7,le parasitisme a souvent été rapporté chez les marsouins
sans lésion associée à I'infestation (Read, 1999). Néanmoins, dans notre étude, les charges
parasitaires étaient sévères, infestant simultanément plusieurs organes porteurs de lésions
macroscopiques et microscopiques. Ainsi, 89 Vo des marsouins infestés présentaient un
parasitisme multiple (au moins deux organes infestés) qui, dans plus de 52 Vo des cas était
responsable de lésions. Cette notion de parasitose multiple n'était pas prise en cause dans de
précédentes études, la plupart des auteurs rapportant uniquement, comme exposé dans le
chapitre précédent, I'association entre le parasitisme respiratoire et la broncho-pneumonie. Il
apparaît clairement que ces infestations parasitaires multiples prédisposent à une débilitation
progressive de I'animal.
Les infestations gastriques par Anisakis simplex sont fréquemment associées à des
ulcérations chroniques du premier compartiment gastrique chez les marsouins (Baker et Martin,
1992; Kirkwood et al., 1997; Siebert et al., 200I), principalement chez les individus échoués
(Brattey et Stenson, 1995). La lésion est due à la présence de larves plutôt qu'au nombre de
parasites. En effet, les larves L3, présentes dans les proies, sont libérées dans la lumière
gastrique et pénètrent la muqueuse et la sous-muqueuse, provoquant les lésions (Howard et aI.,
1983). Ces derniers sont peu pathogènes, mais peuvent prédisposer à des hémorragies sévères
(Kirkwood et al., 1997) ou servir de voie de penétration pour les germes (Wûnschmann et al.,
I999a). La prévalence d'infestation par A. simplex est relativement variable en fonction des
régions et, selon Baker (1992), cette variabilité révèlerait une différence dans I'abondance
d' hôtes intermédiaires.
L'infestation de I'oreille moyenne par Stenurus minor est fréquente, aussi bien chez les
individus échoués (Baker et Martin, 1992; Siebert et aI., 2001), que capturés dans les filets
(Stroud et Roffe, 1979), sans qu'aucune lésion n'y soit associée (Measures, 2001). Cependant,
Siebert et collaborateurs (2001) rapportent un cas d'otite externe de la cavité péribullaire. De
plus, il a été suggéré que ces nématodes puissent interférer avec les capacités d'écholocation et
de navigation (Howard et al., 1983).
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4.1. 1.4. Capture dans les filets
La capture dans les filets est moins fréquente dans nos investigations par rapport aux
autres côtes limitrophes à la Mer du Nord (Tableau 7). Ainsi, elle est considérée comme la
première cause de mortalité des marsouins, atteignant des taux de 24 à 50Vo selon les pays
(Baker et Martin, 1992; Kuiken et al., 1994a; Kirkwood et al., 1997; Siebert et a1.,2001). Dans
notre étude, seuls quatre marsouins ont été directement fournis par des pêcheurs. En utilisant les
critères diagnostiques de capture dans les filets (Kuiken, 1996a), quatre autres individus ont pu
être identifiés. Ainsi, on peut considérer que 20,5 Vo des marsouins échoués sur notre littoral
(pour lesquels un diagnostic nécropsique a pu être établi), ont été capturés dans un filet. La
situation est fort semblable aux Pays-Bas 
-2OVo- (Addink et Smeenk, 1999). Néanmoins,
parmi ces huit cas, un marsouin amené par un pêcheur, présentait des lacérations cutanées
profondes typiques de la prise dans un filet mais sans aucune hémonagie ou congestion sous
cutanée associée, suggérant qu'il était mort avant la capture. De plus, de nombreuses lésions, y
compris de la broncho-pneumonie aiguë et de l'émaciation étaient visibles à I'autopsie.
Les plus faibles taux rapportés pour la Belgique et les Pays-Bas seraient à mettre en
relation avec I'utilisation plus fréquente de chaluts dans ces régions (Garcfa Hartmann et al.,
1996; Reijnders et aI., 1996). En effet, I'ouverture verticale du chalut est très petite (< I m)
comparée aux autres types d'engins de pêche, limitant d'autant les captures (Couperus, 1997),
les cétacés étant plus fréquemment capturés dans des filets de type maillant (Northrid ge, 1992).
Un seul pêcheur belge dispose de l'équipement nécessaire pour I'installation de æ type de filet
sur une longueur de 12 km de long.
4. 1. 1.5. Morbillivirose
Aucune évidence sérologique, microscopique et immunohistochimique d'infection piu un
morbillivirus n'est apparue sur la population de marsouins échoués entre 1990 et 2000 sur le
littoral belge et du nord de la France. En 1988, des lésions caractéristiques avaient été rapportées
chez des marsouins échoués sur les côtes britanniques (Kennedy et al., 1988a; I99l; 1992a) et
hollandaises (Visser et aI., 1993b). Depuis lors, les ex:rmens sérologiques ont confirmé que
I'infection a persisté dans la population de marsouins sur les côtes allemandes et britanniques
(Mtiller et a1.,2000; van Bressem et al., 2001). Néanmoins, aucune maladie ne semble être
associée à cette séropositivité (Siebert et aI., 2001). Selon Van Bressem et collaborateurs
(2001), il y aurait une réduction de la prévalence de marsouins séropositifs en Atlantique nord-
est (y compris la Mer du Nord). Cette réduction suggère que le DMV n'est pas endémique dans
la population et il est possible que le marsouin, ayant perdu son immunité vis-à-vis du DMV,
redevienne sensible à une nouvelle introduction de morbillivirus (van Bressem et a1.,2001).
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Les analyses comparatives préliminaires entre les concentrations en métaux lourds et les
lésions observées chez les marsouins échoués sur nos côtes entre 1990 et 2000 suggèrent une
concentration élevée en certains métaux et plus particulièrement en zinc hépatique et rénal chez
les animaux les plus émaciés (Das er aI., 2OOlb). Néanmoins, la relation entre les deux
processus n'est pas encore établie. En effet, l'émaciaûon permet un accroissement de la
concentration tissulaire en certains métaux mais à I'inverse, I'exposition à des taux élevés de ces
métaux pourrait prédisposer à la débilitation.
L'exposition chronique aux métaux lourds et aux organochlorés pourrait également
prédisposer les cétacés aux maladies infectieuses, mais les études réalisées sur les animaux
échoués ne sont pas encore concluantes (Kuiken et al., I994a; Jepson et al., 1999; Siebert et
al-, 1999). Selon Kuiken et collaborateurs (1994), il n'y avait aucune différence de
concentration de PCBs entre animaux morts de processus traumatiques et ceux qui sont morts
d'une maladie infectieuse. Cependant, Jepson et collaborateurs (1999), réalisant une étude
similaire sur la même population, ont démontré des concentrations plus élevées chez les
animaux morts de maladies infectieuses. De plus, Bennett et collaborateurs (2001) ont mis en
évidence des concentrations plus élevées en métaux lourds dans le foie de ces marsouins morts
d'une maladie infectieuse. Pour Siebert et collaborateurs (1999), la sévérité des lésions
pulmonaires peut être corrélée avec les concentrations en mercure. L'accentuation du parasitisme
et des lésions associées à l'âge pounait êne associée à une sénescence du système immunitaire
des individus les plus âgés, ou être une conséquence de la débilitation progressive des
individus. En effet, l'émaciation peut prédisposer à des altérations de I'immunité cellulaire
(Rote, 1994).
De nombreuses lésions ont été observées simultanément sur les marsouins que nous
avons analysés. Cette prévalence élevée a également été rapportée par Baker (IggZ) qui signale
une moyenne de7,2lésions par marsouin. Un modèle pathogénique a été établi entre ces lésions
afin de mettre en évidence leurs relations permettant d'expliquer le processus morbide
responsable de la mortalité de marsouins échoués sur les côtes continentales de la baie sud de la
Mer du Nord et ce, durant la période considérée.
Ainsi, différentes corrélations ont été mises en évidence entre les lésions. La broncho-
pneumonie était significativement associée à l'émaciation, ainsi qu'au parasitisme sévère
(respectivement p - 0,01 et p < 0,0001, selon un test exact de Fisher); par contre,
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l'émaciation n'était pas associée au parasitisme (Jauniaux, données non publiées). I_e
parasitisme sévère et multiple ainsi que l'émaciation sont des processus chroniques longs tandis
que la broncho-pneumonie est un processus aigu, plus rapide. Dès lors, ces processus
chroniques prédisposent à un processus de débilitation progressive, favorisant la broncho-
pneumonie qui, dans un stade ultime, est responsable de la mort (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique du processus morbide de la plupart des marsouins
échoués sur le littoral belge et du nord de la France, au départ des principales lésions et
de leurs interactions.
Les broncho-pneumonies sont une des premières causes de mortalité des petits cétacés
(Baker, 1992b; Measutes, 2001) et, jusqu'à présent, le seul élément considéré en association
étaient les verminoses respiratoires (Baker et Martin, 1992 Garcia Hartmann, 1997; Jepson er
al., 20ffi; Siebert et al., 2001). Dans notre étude, environ 50 Vo des marsouins présentaient
cette trilogie fatale et se distribuaient en deux catégories de taille, d'une part des individus
juvéniles aux alentours de 110 cm et d'aute part des individus âgés, aux alentours de 150 cm.
L'origine de cette émaciation et de cette parasitose multiple sévère est waisemblablement
multifactorielle.
Les animaux considérés pris dans les filets constituent un échantillon intéressant pour
illusfter I'importance réelle des lésions et de leur relation avec la mortalité au sein de la
population. Pour ce faire, nous pouvons identifier les lésions non associées à la capture parmi
les animaux capturés dans les filets ou considérés corlme tels suite à I'examen nécropsique.
Ainsi, Kirkwood et collaborateurs (1997) signalent que la plupart des animaux pris dans les
filets étaient en bon état de santé avec un embonpoint normal tandis que Jepson et














présentaient de la pneumonie. Cette quasi-absence de lésions et un bon état d'embonpoint
figurent parmi les facteurs favorables au diagnostic de capture (Kuiken, 1996a). Cependant,
dans notre étude, sur les huit individus considérés capturés dans les filets, quatre étaient émaciés
dont deux présentaient de la parasitose multiple responsable d'une broncho-pneumonie. Dans
un cas, le marsouin fut considéré comme étant mort avant la capture bien qu'il s'agissait d'un
individu directement ramené p:u un pêcheur. Finalement, Il Vo des animaux capturés par les
pêcheurs allemands étaient émaciés (Siebert et aI., 2001) et 7l Vo présentaient des lésions de
broncho-pneumonie d'origine parasitaire plus ou moins étendues et sévères (Siebert et aI-,
I996),les mêmes taux étant observés pour les marsouins capturés autour des îles britanniques
(Kuiken, 1996b). Ces dernières données suggèrent que les marsouins capturés, censés
représenter des animaux de référence, révèlent une incidence élevée d'émaciation et de broncho-
pneumonie. L'origine d'une telle incidence au niveau de la population n'est pas déterminée,
mais est peut être le reflet d'un biais, les animaux les plus faibles pouvant être plus facilement
capturés. Comme nos données le suggèrent, le taux de capture n'est pas toujours similaire au
taux de mortalité due à la capture. Dans notre étude, huit individus étaient considérés capturés,
mais seuls sept étaient morts suite à cette capture. Dès lors, il convient de distinguer les animaux
dont la mort est directement attribuable à la capture de ceux qui sont morts au préalable d'une
autre cause.
La plupart des marsouins ne présentaient pas de lésion cutanée péri-mortem dues à
I'abrasion sur le sable et étaient dans des états très variables de fraîcheur, laissant penser qu'en
général les animaux meurent en mer et sont drossés sur la plage après la mort.
L'impact direct des activités humaines n'est exprimé dans notre étude qu'au travers de
I'incidence des activités halieutiques. Dans ce cas, la capture dans les filets a été considérée
comme étant responsable de la mort de 18 Vo des marsouins. Bien que des taux élevés de
certains contaminants aient été rapportés parmi les marsouins émaciés de notre analyse, il n'a
pas pu être établi si c'est l'émaciation qui prédispose à une augmentation des concentrations ou
si, à I'inverse, les teneurs élevées en contaminants favorisent l'émaciation (Das er al.,2ffilb).
4.2. Pinnipèdes
4.2.7. Lésions et observations postmortem
Les principales lésions des pinnipèdes dans la baie sud de la Mer du Nord ont été évaluées
au travers des animaux échoués, plus particulièrement le phoque cofilmun, sur le littoral belge et
du nord de la France entre 1990 et 2000 (Etudes 2 et 3).
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L'émaciation, les broncho-pneumonies, les lésions traumatiques et les entérites sont les
principales observations nécropsiques. Les examens complémentaires révèlent de nombreux cas
de septicémie et d'infection par un morbillivirus. Deux groupes de phoques apparaissent en
fonction des observations post mortem (Tableau 8). D'une part, ceux qui présentent des
évidences d'un processus morbide aigu et d'autre part, ceux qui présentent des évidences d'un
processus morbide chronique. De manière générale, dans la première catégorie, les animaux
sont dans un bon état d'embonpoint et présentent des évidences de traumatismes. A I'inverse.
dans la seconde catégorie, les animaux sont émaciés et présentent des évidences de processus
infectieux pouvant être secondaires à une infection par un morbillivirus.
Processus aigu Processus chronique
Lésions Congestion et oedème pulmonaires,





graisse dorsale : 23,2 mm + 6,8*
Insuffisant
graisse dorsale : 3,9 mm + 4,8*
Contenu alimentaire Présent Absent
Tableau 8 : Comparaison des principales observations post mortern entre les deux
catégories de phoques considérés. * Phoques communs
4.2.1.1. Emaciation
L'émaciation est une observation fréquente chez les phoques échoués tant sur le littoral belge
que sur les côtes anglaises (Baker, 1989; Barnett et aI., 2000). De plus, elle est le plus souvent
présente chez les individus jeunes, après la fin de I'allaitement (Gerber et aI., 1993; Baker et aI.,
1998). Une raison de cette perte de poids peut être la conséquence d'une séparation précoce
d'avec la mère (Barnett et al., 2000). Dans notre étude, l'émaciation apparaît aussi ête
concomitante aux processus infectieux. En effet, elle était plus fréquemment observée chez les
phoques présentant de tels processus. L'émaciation est une observation souvent rapportée chez
plusieurs espèces infectées par les morbillivirus, cornme les chiens (Dungworth, 1993), les
cétacés (Duignan et al., 1992; Kennedy et al., 1992a) ou les phoques (Munro et al., 1992;
Forsyth et al., 1998), suggérant une évolution longue de la maladie (Baker, I992a).
4.2.1.2. Processus morbide aig




Seuls deux phoques ont été ramenés par des pêcheurs après une capture accidentelle.
Dans cinq autres cas, le diagnostic a été établi par les observation s post mortem, en utilisant les
mêmes paramètres que pour les marsouins. Un phoque échoué, avec des empreintes cutanées
de filet, présentait un hémothorax sévère probablement consécutif à la capture. Selon Baker et
collaborateurs (1998), la capture dans les filets est responsable de la mort de 30 Vo des phoques
gris juvéniles, mais ne semble pas représenter une menace pour cette espèce, ni pour les
phoques communs (Northridge, 1985; 1992\.
Les deux cas de perforation gastrique sont une autre conséquence des activités
halieutiques, ces perforations étant provoquées par les baguettes métalliques utilisées sur les
lignes de pêche. Des cas similaires ont été rapportés suite à I'ingestion d'autres corps étrangers
comme des hameçons (Gulland et aI.,2NI).
Finalement, des quatre phoques présentant des évidences de trauma telles que fractures de
côtes et hémothorax, un a été écrasé sur une plage par une moto et un a été considéré capturé
dans un filet. Les traumas avec des hémorragies internes étendues et des fractures de côtes ou
du crâne sont fréquernrnent observés chez les jeunes phoques gris sans que pour autant une
origine puisse être clairement définie (Baker et al., I99$. Comme un individu fût retrouvé dans
le port d'Oostende, une collision avec un bateau pourrait être à I'origine des lésions. Des
conclusions similaires ont été retenues pour certains traumas observés chez les phoques échoués
le long des îles britanniques (Baker, 1989).
4.2. 1.3. Processus morbide chronique
Dans 50 Vo des cas, les phoques que nous avons autopsié présentaient des évidences de
lésions infectieuses. Une proportion similaire est rapportée pour les phoques gris échoués sur
les côtes de Grande-Bretagne (Baker, 1989). Comme pour notre analyse, il s'agissait
essentiellement de lésions de broncho-pneumonie et d'entérite aiguë (Baker, 1989; 1998; Gerber
et al., 1993)' Les investigations complémentaires ont permis, parmi ces individus, de
diagnostiquer une infection par un morbillivirus. Les évidences de cette morbillivirose étaient
basées sur les faits suivants :
Forte immunofluorescence par I'utilisation d'un anticorps polyclonal anti-CDV dans
le tissu pulmonaire et splénique (n=2);
Réaction immunohistochimique positive dans des tissus lymphoides avec un
anticorps monoclonal dirigé contre I'hémaggrutinine du pDV (n = 5) et avec un
anticorps monoclonal dirigé contre la protéine de fusion du cDV (n = l) ;
Particules virales, de type paramyxovirus, détectées en culture de cellules Vero
après inoculation de tissus suspects (n = Z) ;
72
Discussion générale
Anticolps neutralisants contre le cDV (n = 6 ; titres de 1/8 à Ul26) ;
Amplification de fragments spécifiques de 78 pb (n = 12) au départ de tissus
congelés ainsi que de tissus fixés au formol et enrobés à la paraffine.
De plus, les signes cliniques, les lésions macroscopiques et microscopiques étaient
similaires à ceux précédemment rapportés chez les autres espèces infectées (Kennedy et aI.,
1989; Krogsrud et al., 1990; Nunoya etal., 1990; DaoustetaI., 1993; Duignan et al., 1993;
Bergman et al., 1990).
Depuis 1998, 12 phoques ont été considérés comme étant infectés par un morbillivirus,
que ce soit par un examen immunohistochimique etlou par RT-PCR. Parmi ceux-ci, sept se sont
échoués en août 1998 dont quatre étaient simultanément positifs par les deux tests. Durant ce
mois, 1 1 phoques sont morts alors que pour la période 1990-1997 , sur la même zone, seuls six
phoques avaient été trouvés morts. Il apparaît clairement que la mortalité de l'été 1998 est à
metfe en relation avec la morbillivirose. Il semble qu'ils soient les premiers cas rapportés en
Mer du Nord depuis l'épizootie de 1988. A cette époque, la maladie avait été responsable de la
mort d'environ 18.000 phoques sur une population estimée à 25.000 (Osterhaus et Vedder,
1988; Dietz et aI., 1989b). Après août 1998, cinq phoques ont présenté des évidences
d'infection par un morbillivirus, dont deux simultanément positifs aux2méthodes de diagnostic
utilisées, suggérant que des cas sporadiques de la maladie persistent en baie sud de la Mer du
Nord.
Dans notre étude, le mauvais état de conservation de plusieurs individus n'a pas permis
I'interprétation des images histologiques et immunohistochimiques. Dans ce cas, seule la RT-
PCR, par I'amplification de petits fragments d'ARN, pouvait fournir un diagnostic (Krafft er
aI., 1995). En effet, le protocole mis au point par Krafft et collaborateurs (1995), amplifiant des
fragments de 78 pb, a été élaboré comme test pour effectuer un diagnostic au départ de tissus
contenant de I'ARN dégradé suite soit à la fixaton au formol et à I'enrobage à la paraffine soit
au mauvais état de conservation de la carcasse. Dans de telles conditions, les amorces doivent
être conçues pour amplifier une matrice ne dépassant pas environ 150 nucléotides (Krafft et aI.,
1995). Il est important de souligner que la plupart des échantillons collectés sur les mammifères
marins entrent dans ces conditions, les autopsies ne se déroulant en général que plusieurs
heures, voire plusieurs jours après la mort. L'amplification de ce fragment de 78 pb a également
été réalisée par un autre laboratoire confirmant ainsi le diagnostic (J. Stanton, communication
personnelle). De plus, un fragment de L49 pb a pu être obtenu dans un cas et a été séquencé




Les titres d'anticorps, obtenus après la mort, contre le CDV étaient très variables parmi les
animaux présentant des évidences d'infection. Les raisons pouvaient être l'intervalle entre
I'infection de I'animal et la mort. En effet, lors d'inoculation expérimentale, les animaux
mouraient en général entre 11 et 16 jours après I'inoculation (Harder et aI., 1992) alors que les
anticorps neutralisants apparaissaient à partir du 7' jour pour atteindre des taux maxima chez les
survivants après trois ou quatre semaines (Titenko et aI., 1991). Le taible taux d'anticorps
pouvait aussi refléter de I'immunosuppression (Munro et aI., 1992). Finalement, il peut s'agir
d'un effet d'âge, suite au caractère immature du système immunitaire des plus jeunes individus
(Thompson et al., 1992). ,
La pneumonie interstitielle est une observation fréquente chez les phoques infectés par le
morbillivirus (Kennedy et al., 1989; Duignan et al., 1993). Aucun syncytia pulmonaire avec des
corps d'inclusion n'a été observé dans nos échantillons, mais ces cellules multinuclées ne sont
systématiquement présentes dans les lésions (Krogsrud et aI., l99O; Heje et aI., 1991; Kennedy
et a1.,2000). En effet, elles sont plus fréquentes dans les tissus de cétacés que dans les tissus de
pinnipèdes (Domingo et al., 1992; Kennedy, 1998). Les cellules multinuclées observées dans
les ganglions sont des cellules géantes d'origine parasitaire plutôt que des syncytia dus à
I'infection virale. La déplétion lymphoide conforte I'hypothèse que les infections à morbillivirus
sont responsables chez les pinnipèdes d'une immunodépression, responsable d'infections
secondaires telles que des septicémies, des broncho-pneumonies et des méningo-encéphalites
aiguës purulentes.
La plupart des individus infectés étaient des juvéniles d'environ huit semaines. Cet âge
correspond à la perte de I'immunité passive anti-PDV d'origine matemelle, responsable d'une
plus grande susceptibilité à I'infection par le PDV (Harder et al., 1993). Visser et collaborateurs
(1993) rapportent le cas de six jeunes phoques morts de morbillivirose deux semaines après la
naissance alors que les parents ne montrèrent aucun signe de la maladie, constat similaire à nos
observations. Finalement, cornme souligné précédemment, cette susceptibilité d'âge peut
également refléter le caractère immature du système immunitaire, les taux d'anticorps anti-CDV
étant inférieurs chez les juvéniles par rapport aux adultes (Thompson et al., 1992).
Au début des années nonante, la plupart des phoques en Mer de Wadden, le long des
côtes hollandaises, avaient des anticorps spécifiques anti-morbillivirus suggérant que I'infection
y avait persisté après l'épizootie de 1988 (Visser et al., I993c). En effet, des individus juvéniles
(de trois mois à un an) ayant perdu leur immunité passive maternelle étaient séropositifs en
1992.llest donc plus que probable que I'infection par le morbillivirus ait persisté dans de petits
groupes de phoques sans maladie clinique (Visser et aI., I993c). Une autre raison expliquant la
réapparition de la maladie le long de nos côtes en 1998 pourrait être liée à la présence de
vecteurs en baie sud de la Mer du Nord. Ainsi, l'épZootie soudaine de 1988 semble être
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associée à la présence inhabituelle de phoques du Groenland infectés provenant de la Mer de
Barents (Goodhart, 1988; McGoutry, 1988; Heide-Jorgensen et al., 1992). Une modification
de leur aire de répartition pourrait avoir permis I'infection d'une population narVe (Kennedy,
1998). En effet, les phoques communs de la Mer du Nord n'avaient pas été exposés avant
1988, et devinrent séropositifs par la suite (Thompson e/ at., 1992) tandis que les phoques
annelés et du Groenland étaient séropositifs dès 1985. Malheureusement, le statut
immunologique des phoques du Groenland présents en Mer du Nord en 1987 est inconnu.
Néanmoins, des phoques à capuchon en Mer de Barents, étaient séropositifs pour le CDV et le
PDV en l99I et 1992 sans aucune évidence d'infection clinique (Stuen et aI., 1994). tæs
observations de phoques à capuchon en baie sud de la Mer du Nord depuis la fin des années
nonante, loin au sud de leur zone de repartition normale, pourraient étayer I'hypothèse de la
réintroduction d'une espèce vecteur.
Les investigations toxicologiques préliminaires réalisées sur les phoques communs
échoués le long des côtes belge et du nord de la France révèlent des taux très bas de cadmium et
de mercure , ces concentrations basses étant vraisemblablement à mettre en rapport avec le jeune
âge de la plupart des individus (Das et al.,20OO).
Les deux catégories de lésions, infectieuses et traumatiques, permettent d'identifier deux
catégories de causes de mortalité :
Dans les cas de processus aigu, la mort est liée à une capture dans un filet ou à un trauma
responsables d'hémorragies cavitaires ou tissulaires étendues provoquant une hypotension
sévère ou un shock hypovolémique.
Dans les cas de processus chronique (figure 5), la mort est liée aux lésions infecteuses
(septicémie, broncho-pneumonie, encéphalite) souvent secondaire à une morbillivirose. De
plus, la broncho-pneumonie peut aussi être secondaire à la parasitose respiratoire.
Considérant les 24 phoques pour lesquels une autopsie complète a pu être réalisée, les
acûvités humaines sont responsables de la mort dans 46 Vo des cas. Cette incidence élevée est
waisemblablement consécutive aux importantes activités halieutiques et de loisirs de notre




Figure 5: Processus morbide chronique observé chez les phoques lors d'infection par un
morbillivirus.
Un impact indirect des activités humaines, la pollution marine, et plus particulièrement les
PCBs, a souvent été évoquée pour expliquer la susceptibilité des phoques communs à la
morbillivirose (Hall et al., 1992; Mitchell et Kennedy, 1992; Simmonds, Igg2). Néanmoins,
cette prédisposition reste sujette à controverse, certains considérant que les pCBs
n'interviennent pas dans les épizooties à morbillivirus, tandis que d'autres suggèrent qu'ils
puissent intervenir dans la sévérité de l'épidémie (Busbee et aI., 1999; O'Shea, 2000; Ross et
al., 2000). En effet, les PCBs sont responsables de déplétion du système immunitaire des
mammifères marins (Ross et aL, 1995; 1996; de Swart et al., 1995b; lgg4) et des taux élevés
de PCBs ayant été rapportés chez les animaux infectés (Aguilar et Borrell, 1994; Kuehl et
Haebler, 1995; Guitart et al., 1996).IJ aété suggéré que ces contaminants, suite au processus
de bioamplification de la chaîne alimentaire, puissent induire une sensibilité particulière vis-à-vis
de I'infection virale. Cependant, corlme le signale Kennedy (1999), des épidémies sévères de
rougeole ou de peste bovine sont décrites depuis des siècles, bien avant I'apparition de ces
toxiques environnementaux. De plus, la distinction est malaisée ente une immunosuppression
associée à la morbillivirose et un effet immunotoxique des contaminants.
Plusieurs possibilités permettent d'expliquer la répartition temporelle hétérogène des
échouages entre 1990 et 2000. Il peut s'agir d'une part, d'une augmentation de la mortalité
consécutive à l'émergence de morbillivirose ou à une pression plus importante des activités
halieutiques; ou d'auffe part, d'un accroissement de la population locale de phoques. En effet,
dans ce dernier cas de figure, les taux de mortalité restant les mêmes, on p€ut assister à une
augmentation des échouages. Indépendamment de ces deux considérations. I'extension
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géographique du réseau MARIN, ainsi qu'une meilleure coordination des échouages a permis
d'acquérir un plus grand nombre d'individus.
4.3. Grands cétacés
Les plupart des données publiées sur les lésions des grands cétacés provienent des
animaux capturés lors des activités de pêche baleinière (Cockrill, 1960b; 1960a; Uys et Best,
1966; Lambertsen, 1986; Lambertsen et Kohn, 1987; Lambertsen, lggT), et la littérature est
virhrellement absente quant aux lésions et aux causes de mortalité des grands cétacés, plus
particulièrement lors d'échouage massif (deux ou plus de deux individus). Parmi les principales
raisons de cette absence de données, citons les difficultés techniques liées à I'exécution sur la
plage de I'autopsie rapide de carcasses de plusieurs dizaines de tonnes (entre 22 et 38 tonnes
pour les cachalots échoués à Coxyde en novembre 1994) (Jauniaux et aI., 1999).
Un échouage massif se définit comme un échouage simultané d'au minimum deux
individus (à I'exclusion d'une mère et de son jeune) au même endroit (Geraci et Lounsbury,
1993). Ce type d'échouage est décrits depuis très longtemps, certains étant déjà rapportés au
XVIe siècle en Mer du Nord (Smeenk, 1997). En effet, de 1577 à 1989, 42 échouages massifs
de cachalots ont été répertoriés dans le monde dont un quart en Mer du Nord (Rice, 1989).
Depuis, neuf autres accidents ont été répertoriés rien que sur cette zone (Smeenk, 1997: 1999).
De très nombreuses théories ont été construites pour expliquer ces phénomènes (Geraci et
Lounsbury, 1993), certaines allant jusqu'à évoquer des comportements de fuite du milieu marin
ou des suicides collectifs. Récemment, par l'établissement d'autopsies et des collectes
d'échantillons systématiques, des théories plus scientifiques ont pu ête avancées (Geraci et al.,
1999). Les éléments constants que à retenir lors de ces échouages sont qu'il s'agit le plus
souvent d'espèces pélagiques, grégaires et ayant une forte cohésion sociale.
Pour la Mer du Nord, des investigations sur les causes de mortalité et d'échouage ont pu
être réalisées à trois occasions grâce aux examens post mortem effectués sur quatre cachalots
échoués à la côte belge et trois cachalots sur la côte hollandaise lors de I'hiver 1994-95 (Etude 4)
ainsi que sur 5 cachalots échoués aux Pays-Bas en 1997 (Garcia-Hartmann, communication
personnelle). Ces examens ont permis d'établir une théorie expliquant les échouages de




Les lésions les plus importantes, similaires dans les trois échouages, sont d'une part des
ulcérations de la peau et du palais ainsi que l'émaciation des individus ; d'autre part, les
érosions cutanées et la congestion passive viscérale généralisée.
Les lésions ulcératives évoquent une étiologie virale (inclusions cytoplasmiques positives
à la coloration de Feulgen, spongiose et dégénérescence hydropique). Iæs mêmes observations
ont été faites sur les cachalots échoués aux Pays-Bas en 1997 (Jauniaux, non publié).
Néanmoins, aucune particule virale n'a pu être identifiée par microscopie électronique. Lors de
morbillivirose chez les grands dauphins (Lipscomb et al., I994a) et chez les dauphins bleu-
blanc (Domingo et al., 1992), des stomatites ulcératives ont été observées. Selon Domingo
(L992), ces ulcères seraient des infections secondaires à un calici- ou un herpèsvirus). De plus,
tous les cachalots examinés présentaient des otites externes ulcératives subaiguës à chroniques.
De telles lésions n'ont apparemment jamais été décrites jusqu'ici chez des cétacés. Parmi les
mammifrères domestiques, ces lésions, le plus souvent d'origine infectieuse, peuvent s'étendre
vers I'oreille moyenne et interne, et via le nerf VIII, provoquant de la méningite ainsi que de
I'encéphalite (Wilcock, 1993). Néanmoins, en raison de contraintes techniques, une possible
extension en profondeur n'a pas pu êfre investiguée. En plus des lésions ulcératives, les
cachalots présentaient une réduction de l'épaisseur du lard dorsal, une absence de graisse
abdominale et une perte de poids, suggérant un processus chronique de débilitation, plus
marqué sur les animaux échoués aux Pays-Bas. Une des origines possibles de cet état est
I'absence de nourriture adéquate pour les cachalots dans cette région. En effet, lors des
autopsies, le tube digestif était vide, à l'exception de quelques becs de céphalopodes vivants de
I'Atlantique nord (Lick et al., 1996). Ces lésions étaient présentes avant l'échouage et peuvent
avoir prédisposé à l'échouage des cachalots.
Le second groupe de lésions rassemble les abrasions hémorragiques cutanées dues aux
frottements sur le sable lors de l'échouage ainsi la congestion viscérale généralisée. Elles sont
fréquemment présentes sur les animaux échoués (Geraci et Lounsbury, 1993; Needham, 1993).
Ces lésions étant peri mortem, elles laissent à penser que les animaux s'échouent vivants. Ainsi,
bien que découverts morts, les cachalots de Coxyde sont arrivés vivants sur la plage. La
congestion passive viscérale et les hématomes disséminés sur la séreuse intestinale suggèrent
qu'une altération vasculaire aiguë est la cause de la mort, vraisemblablement suite à un shock
consécutif à une défaillance cardio-vasculaire (Cotran et aI., 1994b). Ce schéma est une des
conséquences les plus fréquentes lors d'un échouage de mammifières marins (Geraci et
Lounsbury, 1993; Needham, 1993). Ainsi, ce groupe de lésions résulte directement de
l'échouage et permet d'identifier la cause de la mort.
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En fonction de ces différentes observations et des connaissances fragmentaires sur le
comportement des cachalots ainsi que des conditions océanographiques particulières des zones
d'échouages, une hypothèse (Figure 6) permet expliquer les échouages massifs des cachalots
dans la baie sud de la Mer du Nord.
Figure 6 : Représentation schématique de I'hypothèse pour les échouages massifs de
cachalots en Mer du Nord.
En Atlantique nord-est, les cachalots mâles sexuellement matures sont présents tout l'été,
au large de la Norvège et de I'Islande. Ils effectuent des migrations vers le sud en automne, en
suivant vraisemblablement la marge du plateau continental à I'ouest des iles britanniques. Lors
de ce trajet, certains individus pénétreraient en Mer du Nord, pour des raisons qui restent non
définies. A I'est de la joncton enûe I'Atlantique et la Mer du Nord, il existe une faille
océanique, le canal norvégien, de plus de 200 mètres de profondeur et qui longe la Norvège, se
terminant au niveau du Danemark (Skagerrak). Il est probable que c'est par cette faille qu'ils
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s'engagent. La profondeur se réduit alors rapidement pour atteindre moins de 40 mètres dans la
partie méridionale. De plus, la baie sud a la forme d'un entonnoir avec une topographie côtière
complexe avec des hauts fonds et de nombreux bancs de sables à proximité des plages. Iæs
cachalots séjoument plusieurs semaines dans ces zones inhospitalières sans pouvoir s'alimenter
adéquatement., Ils s'amaigrissent progressivement et deviennent débilités favorisant d'autant le
risque d'infection secondaire. En effet, deux mois séparent les échouages de Coxyde et de
Scheveningen et les cachalots échoués à Scheveningen présentaient des évidences de
débilitations plus avancées. Il est vraisemblable que ces animaux se trouvent finalement bloqués
dans des bancs de sable à marée descendante. La cohésion sociale entre les individus explique
l'échouage massif. Ainsi, la baie sud de la Mer du Nord peut-être considérée coiltme un piège
pour les animaux affaiblis par leurs séjours prolongés dans ces eaux et ils ont peu de chance de
s'échapper de ce " cul-de-sac ". Pour confirmer cette théorie de I'effet de " cul-de-sac ", il
faut souligner que les échouages massifs de cachalots se produisent toujours dans des zones à
topographie complexe (Smeenk, I99l). Ainsi, quelques zones d'échouages existent dans le
prolongement du canal de Norvège, situées dans les îles frisonnes danoises, allemandes et
hollandaises ainsi qu'auniveau des Bancs des Flandres (Smeenk, 1997). D'autres échouages
sont situés ailleurs mais dans une fréquence moindre. Lorsque les cachalots sont engagés en
Mer du Nord, la probabilité d'échapper au piège est vraisemblablement très faible car ils doivent
continuer vers le sud et se retrouveront tôt ou tard dans un inextricable labyrinthe de bancs de
sable. Néanmoins, 5 cachalots ont été observés échoués sur un banc de sable en Zr.elande
hollandaise, le 5 décembre 2000, sans être complètement émergés à la maÉe basse (C.
Smeenk, communication personnelle). Ils réussirent à se dégager et furent observés le
lendemain plus au sud mais dans I'estuaire de la Tamise. Finalement, le 7 décembre, ils furent
observés au large de Znebrugge puis disparurent (J. Haelters, communication personnelle).
Ainsi, on ne peut pas exclure que certains individus arrivent par " tâtonnement ", comme un
jeu de ping-pong entre les rives de la baie sud de la Mer du Nord, à sortir du piège.
La contribution de pathologistes vétérinaires dans l'application d'une telle hypothèse peut
se résumer de la façon suivante :
s'alimenter adéquatement (émaciation, lésions ulcératives subaiguës des membranes




Une infection par un morbillivirus a pu être identifiée à deux reprises sur des rorquals
communs échoués, I'un sur la côte belge (1997), I'autre sur la côte française (1998). Iæ
diagnostic, principalement obtenu sur I'animal échoué à Raversijde, est basé sur la coloration
specifique à I'immunohistochimie,l'amplification de fragments de 78 pb spécifiques du gène de
la phosphopotéine P du morbillivirus et la présence de particules virales dans les lésions et en
culture. L'examen du rorqual de Wiemereux a été limité par une collecte incomplète
d'échantillons consécutive à I'absence de matériel technique et un mauvais état de conservation
de la carcasse.
L'examen histologique a permis de mettre en évidence, au niveau de différents tissus mais
principalement dans les ganglions lymphatiques, des cellules syncytiales présentant un
marquage spécifique par immunohistochimie. Ces observations sont similaires à celles
rapportées au niveau des ganglions lymphatiques de dauphins bleu-blanc (Domingo et aI., 1992:
Duignan et al., 1992) et de grands dauphins (Lipscomb et al., I994b; 1996) infectés par le
DMV.
Il semble que ce soit le premier cas rapporté d'infection par un morbillivirus avec des
lésions associées chez des baleines à fanons. Des anticorps neutralisants anti-PDV ont été
précédemment rapportés chez des rorquals capturés en Islande (Blixenkrone-Mgller et al., 1996)
et anti-CDV chez des petits rorquals en Méditenanée (Di Guardo et aI., 1995). Néanmoins,
dans aucun cas, des évidences de lésions associées ne furent rapportées, le diagnostic étant
réalisé uniquement par examen sérologique.
Comme signalé précédemment, le protocole de RT-PCR a été choisi pour amplifrer de
petits fragments d'ARN au départ de tissus contenant de I'ARN dégradé. Néanmoins, le résultat
obtenu (utilisé cornme tissu de référence dans l'étude 3) a permis de confirmer le diagnostic
comme cela a pu être réalisé pour des dauphins échoués sur les côtes des Etats-Unis (Krafft et
aI., 1995\.
La déplétion lymphoide et la présence importante d'antigènes de morbillivirus dans les
ganglions lymphatiques suggèrent, comme pour les autres espèces (Cheville, 1994; Kennedy et
al., I99l; Lipscomb et al., 1994b), que la maladie peut être responsable d'immunosuppression
responsable infections secondaires. Dans le cas du rorqual de Raversijde, la salmonellose
intestinale pourrait en être la conséquence.
Depuis lors, deux autres rorquals ont été autopsiés, I'un échoué le 2I novembre 1999 à
Dunkerque (France), l'autre retrouvé mort le 13 janvier 2001 dans les installations portuaires de
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Vlissingen (Pays-Bas). Aucune évidence d'infection par un morbillivirus n'a pu être mise en
évidence (Jauniaux T., données non publiées).
En raison du mode de vie des rorquals communs, disséminés dans les océans en groupes
de 4 à 20 individus (Evans, 1992), une maladie infectieuse ne se transmettra que lentement.
Néanmoins, dans les zones d'alimentation, les groupes peuvent atteindre une centaine
d'animaux (Gambell, 1985), facilitant la dissémination de I'infection comme pour les autres
espèces de cétacés (Duignan et al., 1995a). Il est dès lors légitime de considérer le morbillivirus
comme un risque pour cette espèce.
Par contre, chez les cachalots échoués, en Belgique (1994) ou aux Pays-Bas (1995,
1997),la recherche d'antigène du PDV s'est révélée négative.
Les examens toxicologiques effectués sur les tissus des cachalots échoués sur la côte
belge en novembre 1994 ont montré de basses concentrations pour la plupart des contaminants
inorganiques, à l'exception du cadmium et du mercure (Bouquegneau et al., 1997; Joiris et al.,
1997). Néanmoins, ce dernier était détoxifié sous la forme de tiemmanite (Joiris et al., Ig97).
Les concentrations en cadmium sont classiquement élevées chez les espèces teuthophages (les
céphalopodes dont ils se nourrissent sont riches en cadmium) mais elles étaient deux fois
supérieures à celles décrites dans la littérature (Bouquegneaa et aI., 1997). De plus le cadmium
n'était pas détoxifié par liaison aux métallothionéines et selon Bouquegneau et collaborateurs
(1997), il aurait pu participer au processus de débilitation des cachalots. Finalement, les
concentrations en PCBs sont de I'ordre de grandeur de celles pÉcédemment rapportées pour
cette espèce (Joiris et al., 1997).
Les études préliminaires réalisées sur les rorquals indiquent une faible contamination par
le cadmium et le mercure (Das et a1.,20ffi).
4.3.5. Causes de la mort et impact des activités humaines
Comme signalé précédemment, la mort des cachalots résulte de l'échouage, lui-même
consécutif à un séjour prolongé dans un lieu inhospitalier, responsable d'une débilitation
progressive. Iæ rôle de la morbillivirose dans les mortalités de rorquals communs reste à
élucider mais a predisposé à la mort de deux individus sur quatre autopsiés
Un seul cas de mortalité de grands cétacés peut être attribué, de manière directe, aux
activités humaines. Il s'agit du rorqual mort dans le port de Vlessingen. En effet, il s'est
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retrouvé littéralement coincé dans les infrastnrctures de soutien d'un des docks et est mort noyé
à la marée haute (M.Garcia Harfinann, communication personnelle).
Iæ rorqual de Dunkerque pÉsentait quant à lui des lacérations profondes et étendues
laissant suspecter des impacts d'hélice. Néanmoins, aucune hémorragie n'était associée à ces
lacérations suggérant que ces coups sont survenus après la mort de I'animal.
E3
5. CoNcLUsroNS
A ce jour, aucune étude à long terme n'avait été menée sur les lésions et les causes de
mortalité des mammiftres marins échoués sur les côtes contnentales de la baie sud de la Mer du
Nord. L'identification de lésions et la hiérarchisation selon leur importance et leur chronologie
respectives ont permis de générer des hypothèses permettant de mieux comprendre les
processus responsables de l'échouage des petits ou des grands cétacés ainsi que des pinnipèdes.
De plus, I'impact des activités humaines, sur ces espèces vivant dans un milieu à fortes
pressions anthropiques a pu être mieux cemé.
De manière plus spécifique, au travers des différentes études, les conclusions suivantes
apparaissent :
Pour les petits cétacés :
Environ 50 Vo des marsouins présentaient simultanément de l'émaciation, de la broncho-
pneumonie aiguë et des infestations parasitaires multiples sévères, cette trilogie compliquant
I'identification de la cause de la mort. Le modèle pathogénique pour expliquer la plupart des
mortalités découle du schéma suivant : l'émaciation et le parasitisme multiple sévère
prédisposent I'animal à des broncho-pneumonies bactériennes qui seront responsable de la
mort.
L'émaciation et la broncho-pneumonie d'origine parasitaire sont également présentes
parmi les animaux capturés dans les filets, révélant une incidence élevée de ces lésions dans la
population de marsouins.
L'impact majeur des activités humaines se traduit essentiellement par les captures dans les
filets de pêche (I8 Vo des mortalités enregistrées) avec des fréquences inférieures à celles
observées dans la plupart des autres pays limitrophes de la Mer du Nord. Néanmoins, en
I'absence de critères pathognomoniques lors de I'autopsie, il est diffrcile de diagnostiquer un
mort suite à une capture accidentelle sur un animal échoué. Ce diagnostic est posé le plus
souvent par exclusion des autres causes de mortalité. Ainsi, le pourcentage de capture est plus
que waisemblablement sous-estimé. Les données relatives aux contaminations par les métaux
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lourds suggèrent une relation entre l'émaciation et les concentrations rénale et hépatique en zinc.
Il n'est pas encore établi si l'émaciation prédispose aux modifications de concentrations de zinc
ou à I'inverse, si les teneurs élevées de zinc favorisent l'émaciation.
Bien que persistante dans d'autres régions de la Mer du Nord, aucune évidence
d'infection par un morbillivirus n'a pu être établi, et ce bien que des analyses sérologiques et
immunohistochimiques aient été effectuées.
Pour les pinnipèdes
En fonction des lésions, les individus peuvent être distribués en deux catégories avec une
repartition égale enffe celles-ci. D'une part, des phoques présentaient des évidences d'un
processus morbide aigu, d'autre part, des phoques présentant un processus morbide chronique.
La première moitié incluait des phoques présentant des évidences de capture dans les filets
et de processus traumatiques. La seconde moitié présentait de l'émaciation et des processus
infectieux divers (broncho-pneumonie, entérite, septicémie), la plupart étant secondaires à une
infection par un morbillivirus.
La morbillivirose, responsable d'une mortalité majeure de phoques communs en Mer du
Nord à la fin des années quatre-vingt, avait disparu depuis 1990. Les cas décrits dans notre
étude sont les premiers depuis lors. Il s'agissait chaque fois de phoques au moment du sevrage
dont la plupart se sont échoués durant le mois d'août 1998. Par la suite, deux autres individus
furent considérés morts suite à I'infection, suggérant la persistance de cas sporadiques. Comme
décrit précédemment, ces infections étaient responsables d'immunodépression favorisant des
infections secondaires mortelles. Les analyses préliminaires indiquent que le morbillivirus
responsable de la mortalité de 1998 est fort similaire au PDV responsable de l'épizootie de
1988.
L'impact des activités humaines sur la population de phoques a pu ête évalué par
I'incidence des captures dans les filets et des traumas, observée chez 12 phoques. Dans neuf
cas, il s'agissait d'interaction directe avec les activités halieutiques. Les activités de loisir ont été
responsables de la mort d'au moins un individu, écrasé sur la plage. Aucune origine n'a pu être
clairement identifiée pour les deux derniers phoques. Ainsi, on peut conclure que la cause de la
mort de près de la moitié des phoques étudiés est en relation directe avec les activités humaines.
Pour les grands cétacés
Notre étude a pu montrer que la plupart des cachalots, bien que certains soient découverts
morts, s'échouaient vivants ; qu'ils étaient débilités et avaient séjoumé longtemps en Mer du
Nord sans s'alimenter (émaciation, lésions ulcératives subaiguës des membranes cutano-
muqueuses, absence de contenu alimentaire récent) ; et, finalement, que la mort était la
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conséquence de l'échouage. Ces informations ont permis de constnrire une hypothèse
st'ecifique expliquant les échouages massifs de cachalots dans la baie sud de la Mer du Nord.
Chez les rorquals communs, les analyses ont permis d'identifier une infection par un
morbillivirus chez deux individus sur les quatne individus autopsiés enûe 1990 et 2000. I
s'agissait de la première description de lésions associées à cetæ infection dans cefie espèce ainsi
que chez les baleines à fanons. Dans les deux cas, les animaux étaient émaciâs et pésentaient
des évidences d'immunodépression. L'incidence de cette maladie au niveau de la population est
vraisemblablement faible. Néanmoins, elle présente une npnace potentielle complémentaine pour
cette espèce.
6. PnnspECTrvns
Différentes perspectives peuvent être envisagées à I'issue de ce travail, que se soit pour le
groupe MARIN ou les recherches scientifiques associées.
Groupe MANN
Depuis 1995, des efforts d'extension dans les zones adjacentes ont été réalisés,
principalement vers le sud, et ont abouti à une couverture des côtes de I'estuaire de I'Escaut à la
baie de la Somme et récemment jusqu'au Havre. L'approche multidisciplinaire du groupe
MARIN dépasse ainsi largement les limites géographiques territoriales. Ce groupe devrait
s'intégrer à l'échelle de la Mer du Nord en s'associant aux autres réseaux européens d'étude des
mammifères marins et à certains projets européens tels que BIOCET8. Une des limites majeures
de ce programme est que les animaux analysés sont en grande partie des animaux échoués, les
animaux capturés dans les filets étant rarement rapportés par les pêcheurs. Néanmoins, ces
individus sains pourraient représenter des animaux de référence, servant de témoins, que ce soit
pour les investigations pathologiques ou toxicologiques. Pour des raisons techniques et
éthiques, I'expérimentation animale de type toxico-pathologie sur les mammifères marins en
général, et les cétacés en particulier, n'est pas réalisable. Ainsi, la sensibilisation des pêcheurs,
grâce à un émolument quelconque, devrait nous permettre dans le futur d'avoir plus
fréquemment accès aux individus capturés et ainsi obtenir une meilleue interprétation des
relations entre les données pathologiques et toxicologiques.
Recherches associées
Dans deux espèces, des infections à morbillivirus ont été diagnostiquées. Des travaux
préliminaires ont été réalisés pour tenter de caractériser ces virus. Dans le cas des phoques
8 Bioaccumulation of Persistent Organic Pollunnts in Small Cetaceans in European Waters: Transport Pathways
and Impact on Reproduction
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infectés en 1998, les résultats semblent indiquer des variations mineures au sein du gène de la
phosphoprotéine P du PDV. Une caractérisation plus complète devrait nous indiquer si le virus
ayant infecté ces individus est différent de celui de l'épizootie de 1988. Pour le morbillivirus du
rorqual, un travail similaire de caractérisation devrait permettre de savoir à quel morbillivirus de
mammifères marins il s'apparente le plus ou s'il s'agit d'un virus différent. En effet, si la
classification des morbillivirus est bien établie entre ceux des odontocètes et des pinnipèdes, la
place du virus de ce mysticète reste encore à définir. Ainsi, au sein de ces deux espèces, une
description plus complète de certaines séquences génomiques du virus par RT-pCR devrait
nous permettre de compléter la classification des morbillivirus.
Bien que les lésions et causes de mortalité, ainsi que les concentrations en contaminant
soient bien établies parmi les populations de mammifères marins échoués en baie sud de la Mer
du Nord, les relations entre les données pathologiques et toxicologiques ne sont pas encore bien
définies. Plusieurs pistes sont à suivre ou à développer corlme I'identification d'indicateurs
tissulaires des altérations associées à I'exposition aux contaminants décrits en situation
experimentale (induction du cytochrome P450, la présence d'adduits de I'ADN,...). Un
domaine tout particulièrement inconnu chez les mammifères marins est leur système immunitaire
qui semble d'une part, souvent êne mis en cause dans I'apparition et l'évolution de leurs
maladies et d'autre part, être la < cible > privilégiée de nombreux toxiques. Ainsi, une
meilleure distinction morphologique des cellules impliquées et des tests fonctionnels sur des
lymphocytes isolés de mammiftres marins sains devraient améliorer la connaissance des
relations entre I'exposition à certains contaminants et la fonction immunitaire.
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Depuis 1990,Ie groupe MARIN (lvlarine Animals Research & Intervention Networlc) est
en charge des recherches scientifiques multidisciplinaires réalisées sur les mammifères marins
échoués sur les côtes belge et du nord de la France. Occasionnellement, ce groupe est associé
aux autopsies effectuées sur les animaux échoués aux Pays-Bas.
Le but de l'étude était d'identifier les lésions et les causes de mortalité des petits et des
grands cétacés ainsi que des pinnipèdes échoués sur les côtes continentales de la baie sud de la
Mer du Nord. Etant donné qu'il s'agit d'une région à forte pression anthropique, les relations
entre les lésions et les concentrations en contaminant ainsi que les activités humaines comme la
navigation et la pêche commerciale ont été analysées. Pour chaque groupe considéré (petits et
des grands cétacés, pinnipèdes), des théories ont été élaborées afin de définir les mécanismes
morbides.
Petits cétacés :
Pour illustrer les lésions et les causes de mortalité des petits cétacés, le marsouin commun
a été utilisé corlme animal de référence (Etude 1). Entre 1990 et 2000, 55 marsouins ont été
autopsiés. La distribution annuelle était très inégulière avec un pic d'échouage en 1999. Les
observations post mortem les plus fréquentes étaient l'émaciation (6O Vo), avec une éduction
ou une absence de graisse ainsi qu'une amyotrophie sévère; des broncho-pneumonies aiguës
(49 Vo) ; et de la parasitose sévère multiple (51 Vo), caractérisée par des infestations
parasitaires de plusieurs organes qui présentaient des lésions associées. La capture dans les
filets de pêche a été responsable de 18 Vo de mortalité. Læ plus souvent, le tractus digestif était
vide, sans évidence de repas récent (83 Vo).
Aucun cas d'infection par un morbillivirus n'a éte mis en évidence que ce soit par
immunohistochimie ou par culture cellulaire. De plus, tous les animaux testés sérologiquement
se sont révélés négatifs pour la brucellose.
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Les broncho-pneumonies étaient souvent associées à la parasitose multiple etlou à
l'émaciation. Ces dernières sont des processus chroniques débilitants qui prédisposent à une
broncho-pneumonie fatale.
Pinnipèdes :
Pour illustrer les lésions et les causes de mortalité des pinnipèdes, le phoque commun a
été utilisé comme animal de référence (Etude 2 et étude 3). Trente quatre phoques ont été
autopsiés et les principales observations nécropsiques étaient l'émaciation, les broncho-
pneumonies et les entérites aiguës. D'autres lésions suggéraient un processus traumatique
co[lme des hématomes musculaires, des fractures multiples de côtes, des hémothorax et des cas
de peritonites associées à des perforations gastriques par des corps étrangers. La plupart des
phoques avaient un tube digestif vide, sans contenu alimentaire récent.
Douze phoques étaient infectés par un morbillivirus depuis 1998. Durant l'été de cette
année, 16 phoques se sont échoués en moins d'un mois. L'infecton a été diagnostiquée
principalement par immunohistochimie et par RT-PCR. Par cefte dernière technique, des
fragments attendus de 78 pb du gène de la phosphoprotéine du PDV ont été obtenus de
différents tissus congelés ou fixés au formol et enrobés à la paraffine.
Deux catégories de cause de mortalité peuvent être facilement identifiées sur les carcasses
bien conservées : d'une part, celles en relation aveÆ un processus morbide aigu, en général
associé à des lésions non-infectieuses (capture dans les filets, trauma) et d'autre part, les
mortalités en relation avec un processus chronique associé à des lésions infectieuses. [-es
maladies infectieuses étaient pour la plupart secondaires à une morbillivirose. Quelques cas de
broncho-pneumonie étaient secondaires à de la verminose respiratoire. Les animaux présentant
un processus infectieux étaient pour la plupart émaciés, révélant une maladie débilitante longue.
Les lésions traumatiques étaient dues à la capture dans les filets, à des collisions et à I'ingestion
de corps étrangers. Ces individus présentaient un état d'embonpoint suffisant.
Les cas cliniques associés à I'infecton par un morbillivirus semblent être les premiers de
cette maladie en Mer du Nord depuis l'épizootie de 1988-1989 qui avait nré 18.000 phoques sur
une population estimée à 25.000.
Grands cétacés
Quatre cachalots, échoués à la côte belge (1994) et trois autres, échoués sur une plage
hollandaise ont été autopsiés. Il s'agissait de mâles sexuellement mâtures. Les lésions
significatives étaient des abrasions cutanées ventrales, des ulcères aigus de la peau, des
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stomatites et des otites aiguës ulcératives, et de la congestion viscérale généralisée. De plus, les
individus étaient débilités (déficit pondéral sévère, réduction du lard dorsal et absence de graisse
abdominale) et ne présentaient pas de contenu dans le tractus digestif.
L'examen histologique des lésions cutanées suggérait une étiologie virale, mais aucune
particule virale n'a pu être mise en évidence par I'examen en microscopie électronique. De plus,
I'examen immunohistochimique est resté négatif pour la mise en évidence d'un morbillivirus.
L'émaciation et les lésions ulcératives étaient présentes avant l'échouage tandis que les abrasions
cutanées ventrales et la congestion viscérale généralisée étaient provoquées par I'accident.
L'absence de contenu alimentaire, la perte de poids et la réduction du lard dorsal sont
compatibles avec une présence prolongée des cachalots en Mer du Nord où leurs proies ne sont
pas disponibles. Les individus se sont progressivement affaiblis, favorisant des infections
virales secondaires. Finalement, la topographique côtière complexe de la baie sud de la Mer du
Nord a joué un rôle de piège, emprisonnant les animaux dans les bancs de sable.
Quatre rorquals communs, un échoué en Belgique (1997), deux autres en France (1998 et
1999) et un dernier, bloqué dans les infrastructures d'un port aux Pays-Bas (2001), ont été
autopsiés (Etude 5). Il s'agissait de femelles d'environ un an. Dans deux cas, I'autopsie n'a pas
pu êne complètement réalisée en I'absence d'équipement lourd de levage ainsi que suite au
mauvais état de conservation des carcasses. Les trois individus échoués étaient émaciés avec une
épaisseur réduite de la couche de lard tandis que l'animal bloqué dans le port avait un état
d'embonpoint suffi sant.
L'examen histologique des ganglions lymphatiques mésentériques et de la glande
mammaire de I'individu échoué en Belgique, a révélé la présence de nombreuses cellules
syncytiales, certaines avec des corps d'inclusion éosinophiles intranucléaires. Le rorqual échoué
en France en 1998 présentait des réactions inflammatoires dans le tissu sous-cutané,
caractérisées par un infiltrat de neutrophiles, de lymphocytes, de nombreux macrophages et de
quelques cellules syncytiales. Ces deux individus avaient des évidences d'infection par un
morbillivirus, caractérisées par une réaction immunohistochimique positive spécifique dans les
cellules syncytiales et monoclées. [,a réaction, intracytoplasmique eUou intranucléaire, a été
obtenue en utilisant des anticorps anti-CDV etlou anti-PDV. Les autres évidences de I'infection
ont été apportées par RT-PCR (résultats similaires à ceux des phoques), I'examen sérologique,
par microscopie électronique et par culture cellulaire.
Ces deux individus semblent ête les premiers cas décrits d'une maladie associée à
I'infection par un morbillivirus chez les mysticètes en général et chez les rorquals cornmuns en
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particulier. C-ette maladie pourrait représenter une menace pour cette est'ece étant donné que des
épizooties sévères ont été rapportées chez les mammifères marins infectés par ce vinrs.
De nombreuses activités humaines ont été à la source de mortalité dans noûe échantillon.
La capture dans les filets est responsable de la mort de marsouins (18 Vo) er. de phoques
(29 Vo). D'autres interactions avec I'homme, comme les activités de loisir, sont responsables de
morts supplémentaires parmi les phoques (2O 7o). Finalement, un rorqual est mort, bloqué dans
des infrastructures portuaires. Des variations de concentrations en certains contaminants étaie,lrt
liées à l'émaciation. Néanmoins, il n'a pas pu êûe établi si c'était le processus d'émaciation qui
provoquait une hausse des concentations ou, à I'inverse, les concentrations élevées en
contaminants qui étaient responsables de la lésion.
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Since 1990, the group MARIN (Marine Animals Research & Intervention Network) deals
with the scientific multidisciplinary research of marine mammals stranded or by-caught along
the Belgian and northern French coasts. Occasionally, MARIN is associated to the necropsy of
marine mammals stranded on the Dutch coast.
The aim of the study was to identify lesions and causes of death of small and large
cetaceans as well as pinnipeds on the continental coastlines of the southern North Sea. As it is
an area submitted to high human pressure, relations between lesions and toxicological data or
human activities such as navigation and commercial fishing were investigated. For each animal
groups considered (seals, small and large cetaceans), specific theories were built to explain the
mechanism of death.
Smnll cetaceans :
To illustrate lesions and causes of death of small cetaceans, the harbour porpoise was
used as model (Study 1). Between 1990 and 2000, 55 porpoises were necropsied. The annual
distribution was very irregular with a major rise in 1999. The most common findings were
severe emaciation (60 Vo) with reduction or absence of fat and muscles atrophy; acute
bronchopneumonia (49 Vo); and extended and severe parasitosis (5I Vo) consisting of heavy
parasite infestations of multiple organs with associated lesions. By-catch in fishing nets was
considered to be the cause of death of 18 Vo of porpoises. The gastro-intestinal tract was
usually empty, without evidence of recent feeding (83 Vo).
Neither immunohistochemistry, nor cell cultures revealed evidence of morbillivirus




Bronchopneumonia was frequently associated with parasitosis or emaciation, or both.
These are chronic, debilitating processes which might predispose to fatal bronchopneumonia.
Pinnipeds :
To illustrate lesions and causes of death of pinnipeds, the harbour seal was used as model
(Study 2 and study 3). Thirty-four seals were necropsied and the main findings were
emaciation, acute broncho-pneumonia and enteritis. Some lesions suggested trauma such as
muscle hematomas, multiple ribs fractures, hemothorax and peritonitis associated with gastric
perforation by a foreign body. The gastrointestinal tract was always empty, without evidence of
recent feeding for most of seals.
Twelve seals were infected by a morbillivirus since the 1998 when unexpected stranding
of 16 seals occurred during the summer, in less than one month. Diagnostic was mainly
obtained by immunohistochemistry and RT-PCR. By RT-PCR, fragments of the expecred size
of about 78 base-pair of the phosphoprotein P gene of the morbillivirus were generated from
various frozen and formalin-fi xed, paraffi n-embedded tissues.
Two categories of causes of death can easily be identified on well-preserved carcasses:
those related to an acute morbid process, usually associated with non-infectious lesions (by-
caught, trauma) and those related to a chronic morbid process, usually associated with
infectious lesions. The infectious diseases were frequently associated with morbillivirus
infection. Some cases of pneumonia were also related to lung worns infestation. Animals with
evidence of infectious diseases were usually emaciated, revealing a long debilitating process.
Traumas were related to net entrapment, collision and foreign body ingestion. All those animals
were in good nutritional status.
Morbillivirus diseases in seals stranded on the Belgian and northern France coastline since
1998 seems to be the first cases reported in the North Sea since the 1988-1989 outbreak when
18.000 harbour seals died on a population of 25.000.
Large cetaceans
Four sperm whales (Study 4), stranded along the Belgian coast (1994) and three,
stranded on the Dutch coast (1995), were necropsied. All were sexually mature males.
Significant lesions were ventral skin abrasions, acute skin ulcers, acute ulcerative stomatitides,
acute to chronic external otitides, and visceral passive congestion. In addition, spenn whales
appeared debilitated (severe weight deficit, blubber thickness reduction, and absence of
abdominal fat) and intestinal tracts were almost empty.
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Histopathological examinations suggested viral etiology for the integument lesions, but no
viral particles were observed by electron microscopy and the presence of morbillivirus antigen
was not demonstrated by the immunoperoxidase technique. The poor body conditions and acute
integument ulcerative lesions were present before the stranding while ventral skin abrasions and
visceral passive congestion were caused by the stranding.
Absence of food in the alimentary tracts, evidence of weight loss and blubber thickness
reduction were compatible with an extended presence of the spenn whales in the North Sea,
where adequate food is not available. This led to progressive weakness, predisposing the
animals to secondary viral diseases. Finally, the coastal configuration of the southern North
Sea makes it a trap for sperm whales which have entered the area during their wanderings.
Four fin whales (Study 5) were necropsied, one being stranded on the Belgian coast
(1997), two coming ashore in northern part of France (1993; Iggg) and one being trapped in a
Dutch harbour (2001). All were immature females, aged about 1 year. In 2 cases, necropsy was
not performed due to advanced decomposition or lack of heavy equipment to handle carcasses.
The 3 stranded whales were emaciated with a reduced blubber layer while the animal trapped in
the harbour was in good nutritional status.
Under the microscope, the mesenteric and mammary lymph nodes of the whale stranded
on the Belgian coast contained clusters of multinucleated syncytial cells with occasional large
eosinophilic intranuclear inclusion bodies. Another whale had an focal acute to subacute
inflammatory reactions in the subcutaneous tissues, characterised by neutrophils, lymphocytes,
many macrophages and small numbers of syncytial cells. The two whales had evidence of a
morbillivirus infection characterized by specific intracytoplasmic and/or intanuclear labelling
with anti-CDV and/or anti-PDV monoclonal antibodies in multinucleated syncytial cells and in
mononuclear cells. Other evidences of morbillivirus infection were based on RT-pCR (similar
than seals), serology, electron microscopy and cell culture.
At the authors'knowledge, it is the first report of specific lesions and antigen presence of
morbillivirus infection in a baleen whale and more particularly in fin whale. Such disease could
be considered as potential threat on baleen whales, given the frequent association of those
viruses with severe epizootics in marine mammals.
Various human acûvities were associated to the death of marine mammals stranded on the
Belgian and northern France coastline. Net entrapment was responsible for the death of
porpoises (I8 Vo) and seals (29 Vo). Other interactions human such as leisure activities were
considered as being responsible for additional death of seals (20 Vo). Finally, one fin whale
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was trapped in a harbour. Variations of sorne contaminants concentration $rere linked to poor
nunitional status but it was not clear if lesions were the cause of differences in contaminant
concentations or the opposite, namely contaminants being responsible for the lesions.
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Between the years 1990 and 2000, an attempt was made to determine the causes of death of
55 harbour porpoises stranded along the Belgian and northern French coasts. From 1990 to
1996, only five carcasses were collected as against seven in 1997, eight in 1998, 27 in 1999
and eight in 2000. The sex ratio was normal and most of the animals were juvenile. The most
coîrmon findings were emaciation, severe parasitosis and pneumonia. A few cases of fishing
net entanglement were observed. The main microscopical lesions were acute pneumonia,
massive lung oedema, enteritis, hepatitis and gastritis. Encephalitis was observed in six cases.
No evidence of morbillivirus infection was detected. Pneumonia was associated with bacteria or
parasites, or both. The causes of death and the lesions were similar to those previously reported
in other countries bordering the North Sea. The cause of the increased numbers of carcasses in
1999 were unclear but did not include viral epizootics or net entanglement. A temporary
increase in the porpoise population in the southem North Sea may have been responsible.
Introduction
The multidisciplinary research group MARIN (Marine Animals Research and Intervention
Network) deals with marine mammal strandings along the coasts of Belgium and Northern
France (Fig. 1). Its aims are to identify the causes of death and monitor the health status of
marine mammals. This work includes determining concentratons of chemical contaminants in
tissues and relating lesions to toxicological data and human activities such as navigaton and
commercial fishing. Indeed, the North Sea is heavily exposed to contaminants such as heavy
metals and organochlorines, which accumulate in predatory marine mammals (Siebert et aI.,
1999).
Harbour porpoises (Phocoena phocoena) are the most common cetaceans in the North Sea.
being widely distributed across the northern and the central parts, but much less so in the
southern part (Northridge et al., 1995).In the southern part, the distribution follows a seasonal
variation, porpoises being abundant in coastal waters during winter while in the summer they
frequent the Dogger Bank (Reijnders et al., 1996). During the 20th century, the porpoise
population has severely declined along the coasts of the southern North Sea (Addink and
Smeenk, 1999), probably due to pollution, entanglement in fishing gear and alterations in food
supply.
The most frequent causes of death of North Sea porpoises are "by-catching" (accidental
catching) in fishing gear and acute bronchopneumonia @aker and Martin, 1992; Kuiken et aL,
tt7
Etupn I
1994; Kirkwoodet al., 1997).In the early 1990s, a few cases of morbillivirus infections were
described (Kennedy et aI., 1991, I992a). However, this disease has not been reported
subsequently in the North Sea (Jepson et a1.,2û0; Siebert et a1.,2001). Nevertheless, specific
antibodies were detected in l0 Vo and 88 Vo of porpoises from British (van Bressem et al.,
1998) and German waters (Mûller et aI., 2000), respectively, indicating the persistence of
morbillivirus infection in these populations (Mûller et al.,2}ffi),
Figure l: Coastline covered by the Marine Animals Research & Intervention Network in the
southern North Sea, from the scheldt estuary to the bay of the somme.
The aims of this study were to describe the lesions and causes of death of harbour porpoises






Between 1990 and 20OO, strenuous efforts were made to collect stranded or by-caught
harbour porpoises along the Belgian coast. In addition, porpoises from the coast of northern
France (from the Belgian border to the Bay of the Somme) were collected between 1995 and
2000. Carcasses were forwarded to the Departrnent of Veterinary Pathology of the University
of Liege. Three age categories based on body length were recognized: neonatal (< 90 cm),
immature (91-130 cm) and mature (>130 cm) (Lockyer, 1995).
Necropsy and Samples
In total, 55 porpoises were subjected to necropsy and sampled by a standard procedure
(Kuiken and Garcfa Hartmann, 1991). Briefly, the porpoises were measured and weighed, and
the blubber thickness was measured at the caudal insertion of the dorsal fin. After extemal
examination, the abdominal and thoracic cavities were opened and the skull was sown
longitudinally to expose the brain.
For histopathology, samples of eye, skin, liver, lymph nodes, gonad, reproductive tract,
oesophagus, stomach, intestine, kidney, urinary bladder, pancreas, lung, heart, thyroid,
thymus and brain, and all tissues with lesions were fixed in IOVo baffered formalin and
embedded in paraffin wax by routine procedures. Sections (5 frm) were cut and stained with
haematoxylin and eosin (HE). Selected sections were also stained with Masson trichrome.
periodic acid Shiff (PAS) for fungi and Ziehl-Neelsen stain for acid-fast organisms. In
addition, immunohistochemical examination with a monoclonal antibody against the
glycosylated haemagglutinin protein of phocine distemper virus (clone 1.3) (Trudgett et al.,
1991; Domingo et aI., 1992) was performed on sections of lungs, pulmonary lymph nodes and
all lesions suspected to have a viral origin. The other immunohistochemical reagents used were
those included in the Enhanced Polymer One-Step Staining Procedure (Dako EnvisionrM,
Dako, Glostrup, Denmark) (Jauniaux et a1.,2000).
For bacteriology, tissue samples were collected aseptically and incubated under aerobic and
anaerobic conditions on Columbia blood agar containing sheep blood 5 Vo (Becton Dickinson
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Europe, Meylan Cedex, France) and on a selective medium for Enterobacteriaceae (Gassner
agar, Oxoid, Gent, Belgium).
Blood samples were collected and examined for the presence of antibodies against Bnrcella
abortus (Tryland et al., 1999) and canine distemper virus (CDV) (Appel and Robson , lg73).
Parasites were collected and preserved in70 Vo ethanol containing glyceiln5 Vo.
In suspected cases of viral disease, Vero cell cultures were infected as previously described
for seals (Jauniaux et a1.,2001).
Results
Harbour Porpoises
The 55 carcasses examined consisted of 26 non-pregnant females, 28 males, and one animal
of undetermined sex, obtained from the co:rsts of Belgium (n4O) and northern France (z=15).
Six porpoises were neonatal, 30 immature,l7 mature, and two of undetermined age.
The annual distribution was irregular with a major rise in the final 4 years of the study,
particularly in 1999 (Fig. 2). The majority of strandings occurred during winter and early
spring.
Gross Pathology
The most cornmon findings were severe emaciation (33155), acute bronchopneumonia
(27/55), and extended and multisystemic parasitosis (28155). It was usual to find more than one
possible cause of death in individual porpoises.
Body condition. Severe emaciation was characteized by weight loss, reduced blubber layer
thickness and dorsal muscle atrophy. Mean blubber thickness for emaciated porpoises was
9.2+3.8 mm and for non-emaciated porpoises 20.1+ 10.7 mm (P<0.0001). Blubber
thickness was not associated with age or sex (data not shown).
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Figure 2: Annual distribution ofporpoises found stranded along the coast of Belgium and northern
France between 1990 to 2000. White column: Belgium coast; black column: northern
France coast.
Bronchopnewnonia and other intratltoracic findings. Acute bronchopneumonia was
characterized by large areas of pulmonary consolidation with haemonhagic or purulent fluid
oozing from the parenchyma. In three cases, abscesses, O.5 - 2 cm with crc:rmy yellowish
white contents were distributed throughout the lungs. Frothy fluid was frequenfly present in the
bronchioli, bronchi and trachea, which also contained purulent, blood-stained exudate or small
blood clots, or both. Most often, this finding was associated with massive infestation of the
airways with the nematodes Torynurus convolutus and Pseudalius inflexus, the latter parasite
being firrnly attached to the lung parenchyma. Small airways were frequently partly or
completely occluded. Pneumonia was associated with Eschertchia coli (n=2), a non-haemolytic
Staphylococcus sp. (n=3), a haemolyttc Streptococcus sp. (n=3), Aeromonas hydrophyla
(n=l) and Proteus vulgaris (n=1) ; all cases of Pseudomonas sp. infection (n=4) were
associated with an acute necrotizng pneumonia. Parasitic infestation was also present in all of
these cases of bacterial infection. The pulmonary and bronchial lymph nodes were often
enlarged and oedematous. In one case, a chronic thrombus of a pulmonary collateral artery was
observed. The wall of this vessel was thickened and the lumen occluded with an adherent
thrombus which had organized around nematodes.
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Of the six neonates, two were considered to be stillborn since the lungs were entirely
atelectatic. Another was regarded as an aborted fetus since a section of umbilical cord, 82 cm in
length, remained attached.
Acute pleurisy with fibrinopurulent exudate was observed on the surface of the left lung
of one animal. It was associated with a fistula leading to a necrotic mass (5 cm in diameter) on
the first rib, limited by a fibrous wall and containing bone fragments. The rib had recently been
fractured, without evidence of bone repair. No lesion was observed in the overlying tissues.
Three porpoises had mild parasitic infestation of the pulmonary airways without
evidence of bronchopneumonia.
Severe and extended parasitosls. This, the second most frequent observation, consisted
of heavy infestations of multiple organs, with associated lesions of bronchopneumonia, chronic
ulcerative gastritis and chronic hepatitis. Bronchopneumonia was associated with nematode
infestations of airways and pulmonary blood vessels (P. inflexus), including pulmonary
arteries and the right ventricle of the heart. In 12 cases, small nodules (3 to 6 mm in diameter)
containing encapsulated nematodes, considered to be Halocercus sp., were disseminated
throughout the lungs. A focal chronic pleuritis was associated with a nematode head embedded
under the pleura, the body (13 cm length) lying free on the dorsal surface of the lung. Chronic
ulcerativegastritis was frequently associated with nematode (Anisakis simplex) infestation (14
animals). The larvae of these worrns were attached to the centre of the ulcers, while adults
together with some larvae were free in the gastric lumen. Usually several hundred, and in one
case > 1000, nematodes were present. The ulcers (1 to 3 cm in diameter) which had a
punched-out appearance, were associated with thickened and congested submucosa. The
surrounding epithelium was irregular, rough and hyperplastic and had a papillomatous
appearance in severe cases (Fig. 3). Chronic nodules (I to 2 cm in diameter) in the wall of the
second stomach had a thick, white, fibrous capsule and a core containing trematodes (pholeter
gastrophilus). In one case, a trematode nodule at the junction of the second and third stomachs,
had resulted in stenosis. Extensive chronic portal hepatitis associated with fibrosis of bile ducts
was observed in some cases of severe liver trematode (Campula oblonga) infestation. White
septa were apparent on the liver surface, and interstital fibrosis and thickening of bile ducts
were observed in the hepaûc parenchyma. Flukes were observed in these damaged bile ducts
and, in some cases, in the ductus choledochus. Frequently, spherical nodules (up to 3 cm in
diameter) with a thick, fibrous, partly calcified wall, and dark green to black caseous contents
were distributed throughout the liver. Similar nodules were also observed on the pancreas (one
case) and on the abdominal surface of the diaphragm (one case). Adults and larvae of Stenurus
minor were observed in the middle ear of l0 porpoises (out of 20 animals examined) but were
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not associated with gross lesions. Intestinal tape wonns, identified as Diphyllobothriwn sp.,
were observed in four cases. without lesions.
Figure 3: Nodular and hyperplastic (arow) chronic ulcerative gastritis associated with Ansisakis
simplex infestation (arrow head). Bar: 8 cm
By-catch. By-catch in fishing nets was considered to be the cause of death in eight
porpoises. Of these, four were incontrovertible by-catches (one being trapped in a bottom set
gill net), while the others were suspected of having been discarded after capture. All of these
animals were in good nutritional condition, without evidence of severe disease. However, they
all had extensive pulmonary congestion and oedema, abundant white, often blood-tinged froth
within airways, subcutaneous haemorrhages and recent skin lacerations. One known by-catch
was considered to have been trapped after death, as indicated by post-mortem skin lacerations,
thin blubber (8 mm) and evidence of acute bronchopneumonia.
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Figure 4: Large skin ulcer on the caudal
peduncle extending into muscles.
Bar:8cm
Figure 5: Dorsal view of larynx : acute
ulcerative oesophagitis, ulcers(arow) covered by fibrinous
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Cutaneous findings. Cutaneous ulcers (0.5 to 4 cm in diameter) were observed in 12
porpoises, some being acute, covered by white necrotic membranes. Chronic ulcers had a thick
irregular border and rough papillary centre. Two cases of severe skin ulceration were associated
with a heavy infestation of copepods (Isocyamus delphini). In two animals, the ulcers were
large and associated with a severe skin erosion (5 to 12 cm), extending down to the skeletal
muscle (Fig. a). One porpoise had numerous round pustules (2 to 3 cm in diameter) on the skin
of the caudal peduncle, containing white, yellowish, creamy pus. White to grey spots (l to 3.5
cm in diameter), limited by a grey to black border, were observed on the skin of the head or
distributed over the body of six animals.
Gastro-intestinnl ftndings. Acute to chronic ulcers, varying in size from 0.5 x 0.1 to
4 x 0.5 cm, were observed in the oesophagus of six porpoises. Five to l0 ulcers were usually
present around the larynx or along the cranial third of the oesophagus (Fig. 5). Acute ulcers
were frequently covered by white fibrinous membranes overlying a congested submucosa. In
one case, hundreds of small longinldinal erosions and ulcers were distributed along the entire
length of the esophagus. In three other porpoises, the oesophageal mucosa had hyperplastic
foci charactenz.ed raised epithelial plaques, 3-5 mm diameter round. In one case. Candida
Iipolytica was isolated from acute perilaryngeal ulcers.
Acute ulcerative stomatitis was seen in six cases. Numerous round or elongated acute
ulcers were present on the palate, tongue or gingiva, some being covered with a fibrinous
membrane. A few palatine or gingival ulcers extended down to the submucosal connective
tissue. Acute enteritis, diagnosed in five porpoises, was associated with hyperaemia of the
serosal membrane and intraluminal haemorrhagic exudate.
In one case of severe acute peritonitis, 500 ml of fibrinohaemorrhagic exudate were
present in the abdominal cavity and extensive fibrinous membranes adhered to the abdominal
viscera. A small segment of the intestine and epiploon were dark red to black, suggesting an
intestinal infarct. This lesion was considered to have resulted from intestinal volwlus.
The gastro-intestinal tract was empty, with no evidence of recent feeding, in 40 animals
and contained fresh prey or otoliths in eight cases, the remaining seven not being not examined.
Some animals showed mild parasitic infestation of the gastric cavity (six cases), intestines (four
cases) and bile ducts (two cases), without associated lesions.
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Other findings. One porpoise showed signs of pyaemia, with small abscesses ( I to 2 mm
in diameter) distributed throughout the liver, kidney and myocardium, while large abscesses
were present in the lung in association with the chronic thrombus described above.
Streptococcus equisimifts was isolated from the blood, brain and pulmonary lesions.
One adult female had a spherical (2 cm in diameter), white, homogeneous, hard mass
protuding externally on the uterine cervix.
Both adrenal glands of an adult female (I72 cm long), were hypertrophied and contained
numerous spherical (2 to 10 mm in diameter) cysts with translucent, viscous contents. An adult
male (160 cm long) had approximately 20 cysts on the thymus; these were yellowish,
translucent and gelatinous, measuring 1 - 2 cmin diameter.
Histopathology
Respiratory lesions. In the lung, three major patterns of reaction were observed
microscopically. Interstitial pneumonia was characterized by peribronchial lymphocytic
infiltration and thickening of interalveolar septa by macrophages, lymphocytes and occasional
eosinophils. In some cases, fibroplastic nodules with calcified cores were disseminated in the
lung. Some bronchioles were occluded by concentric layers of hyaline membranes or by
fibrous tissue entrapping eosinophils, lymphocytes and calcified areas. Frequently, an
eosinophilic fluid containing macrophages filled the alveoli. Multinucleate giant cells were
sometimes observed in the interstitial tissue or in the parenchyma around parasites. This first
pattern of reaction was usually associated with adult nematodes in airways. The second type of
reaction was a more acute lesion, characterized by neutrophilic infiltration in the parenchyma,
and by exudaton of fibrin, neutrophils, and erythrocytes into the airways. Haemorrhages,
emphysema and atelectasis were frequently present. In severe cases, large areas of parenchymal
necrosis were observed with loss of alveolar epithelium and only alveolar septa remaining
visible. Bacteria were frequently observed within the areas of necrosis. Severe alveolar reaction
was more frequently observed around nematode larvae (Fig. 6).
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Figure 6: Acute bronchopneumonia with
neutrophils infiltration
(arrowhead) around nematode
larvae (arrow). HE stain; Bar :
120 pm
Figure 7: Intranuclear viral-like
eosinophilic inclusion (arrow) in
haemonhagic area associated with
subacute granulomatous
encephalitis. Bar : 50 pm
Sometimes, inflammatory exudation around nematode larvae resulted in occlusion of bronchial
lumen and necrosis of bronchial wall. In two cases, large areas of necrosis were associated
with vascular thrombosis. The third lesion pattern w:ls ilssociated with net entrapment. In these
cases, the lung was severely congested, and oedematous fluid containing erythrocytes, was
present in the parenchyma.
Muco-cutaneow lesions. Muco-cutaneous ulcers were usually subacute to chronic and
were associated with infiltration of macrophages and fibroblasts into the underlying subcutis. A
few eosinophils and evidence of neovasculaxization werc frequently present. Areas of
haemorrhage and necrosis were frequently observed in the subcutis with, in some cases, small
thrombi in blood vessels. In the epithelium around the edges of ulcers, ballooning degeneration
and intercellular oedema were observed, mainly in the stratum intermedium. Large
intraepithelial vacuoles, with or without inflammatory cells (most frequently neutrophils), were
observed near the surface. Mtotic figures were numerous in the stratum basale around ulcers.
Some lingual ulcers extended to the muscle, resulting in mild myositis or muscle fibre
degeneration. Few inflarnmatory cells were associated with oesophagal ulcers, and no evidence
of inclusion bodies was observed. PAS staining was negative in all cases.
126
Eruon I
Hepatic and pancreatic lesions. The most common liver lesion was a chronic
periangiocholitis associated with fluke infestation. In severe cases, fibrosis was extensive and
interlobular tissue was strikingly thickened, entrapping trematode eggs and sometimes
lymphocytes. Frequently, in portal areas and in nodules, bile duct proliferation was visible. In
two cases, subacute hepatitis was characterized by lymphocytic infiltration into small areas of
parenchymal necrosis. Two animals had subacute pancreatitis with eosinophilic infrltration
around pancreatic ducts, and ductal proliferation.
Gastro-intestinal lesions. Nodules and ulcers in the first stomach were most commonly
associated with nematodes, while nodules in the wall of the second gastric compafiment were
due to fluke infestation. Subacute to chronic ulcers of the first gastric chamber were
characterized by superficial submucosal necrosis with massive infiltration by macrophages,
eosinophils, fibroblasts, and scattered lymphocytes. There was evidence of neovascularization
in the submucosa. Nematodes were attached to the superficial layer of the submucosa, while
dead parasites, frequently surrounded by a granulomatous reaction including giant cells, were
observed in the deeper layers. The epithelium around ulcers was thickened and irregular, with
severe intercellular oedema and acanthosis. The most frequent lesion in the wall of the second
gastric cavity was a chronic nodular gastritis composed of successive layers of fibrous tissue in
the submucosa, containing some lymphocytes and eosinophils and a core of trematodes and
eggs.
Nervous and ocular lesions. Various inflammatory reactions were observed in the central
nervous system of six porpoises. One case of severe subacute granulomatous encephalitis,
affectng all the cerebral areas, was characterized by perivascular cuffs of macrophages and
lymphocytes and large foci of haemorrhage. Areas of cerebral necrosis were massively
infiltrated with macrophages. Virus-like eosinophilic intranuclear inclusion bodies (Fig. 7) were
distributed throughout these lesions, but no virus was identified. A case of subacute
meningoencephalitis was characterized by severe perivascular cuffs of macrophages and a few
lymphocytes. A few trematode-like eggs with thick yellow, birefringent walls, were associated
with this lesion. Three animals had a mild focal subacute encephalitis with local perivascular
cuffing in the parietal or occipital cortex; in two of these cases, small necrotic foci were
infiltrated by macrophages. Finally, an animal that died from pyaemia due to Streptococcus
equisimilis had small abscesses distributed throughout the brain.
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Perivascular cuffs of lymphocytes, plasmacytes and eosinophils were observed under the
retina of two porpoises, and subretinal haemorrhage was observed in two animals with
hyphaema.
Urogenital lesions. Mild to severe eosinophilic infiltration was observed in the thickened
submucosa of the urinary bladder of nine porpoises.
The uterine mass (see above) in one adult female had the histological appearance of a
fibroma and was composed of interlacing bundles of fibroblasts and collagen fibres, without
evidence of mitotic figures.
Other lesions. Large cavitations seen in cystic adrenal glands were filled with an
amorphous esosinophilic liquid.
Thymic cysts were limited by a simple squamous epithelium with intraluminal papillary
projections. They had an acellular eosinophilic content. The adjacent thymic tissue was normal.
Neither immunohistochemistry nor cell culture revealed evidence of morbillivirus
infection or other viral disease. Serology was negative for Brucella abortus in all porpoises
tested.
Discussion
Severe emaciation, severe parasitism and bronchopneumonia were the commonest findings
and fatal diseases observed were generally similar to those described in porpoises from other
regions of the North Sea (Baker and Martin , 1992; Kirkwood et al., 1997; Siebert et aI., lggg,
2001). However, entanglement in fishing nets was a rare cause of death in the present series, in
contrast to some of the earlier studies. As reported by Siebert et aI. (2001), determination of the
cause of death is difficult in free-ranging wild animals, particularly cetaceans. They frequently
become stranded when severely ill and several lesions, some potentially lethal, may be present
simultaneously (Baker and Martin, 1992).
Theblubberthicknessof emaciated porpoises in this study was significantly thinner than in
animals collected for necropsy by Lockyer (1995). On the German North Sea coast, most
stranded or by-caught porpoises were in moderate or poor nutritional state whereas animals
from the Baltic Sea were in good nutritional condition (Siebert et al., 1999, 2001). Benke et al.
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(1998) observed, however, that the body condition of stranded porpoises was inferior to that of
by-caught animals. Siebert (1999) considered that poor nutritional status might be related to
reduced food intake resulting from parasitic infection. Emaciation is not usually recorded as a
fatal condition in immature or adult porpoises in British waters, starvation being described as a
cause of death only in suckling animals separated from their mothers (Baker and Martin , 1992;
Kirkwood et al., 1997). Kirkwood et al. (1997) considered that starvation might be related to
wear or loss of teeth in adults. In the present study, one emaciated adult had severely worn
teeth and three neonates were severely emaciated with no evidence of milk or other food in the
gastro-intestinal tract. The latter finding supports the view that separation from the mother may
be cause of death. For the 29 remaining porpoises in poor nutritional status, emaciation
compounded by other disorders, such as parasitosis and bronchopneumonia, was considered
fatal. In addition, it is noteworthy that 70 Vo of the porpoises examined had an empty gastro-
intestinal tract, indicating no recent food intake. It is usual for stranded cetaceans to have an
empty alimentary tract (Kennedy et al., I99I). It is possible that starvation was a consequence
of ulceration of the upper gastro-intestinal tract. It might also have resulted from a decreased
abundance of prey in the southern North Sea, including herring (Clupea harengus), sprat
(Sprattus sprattus) and sandeel (Ammodyfes sp.) (Addink and Smeenk, 1999). However, these
species are still considered to be common in the area concerned.
Bronchopneumonia was frequently associated with parasitosis or emaciation, or both. These
are chronic, debilitatng processes which might predispose to fatal bronchopneumonia, lung
parasitism, leading to secondary bacterial infection and bronchopneumonia. After entanglement
in fishing nets, this combination has been identified as the most frequent cause of porpoises
death in British (Baker and Martin,1992; Jepson et a1.,2000), Dutch (Garcfa Hartmann, lggT)
and German waters (Benke et aI., 1998; Siebert et al., l99g,ZOOI). In the present study, acute
bronchopneumonia was considered to be the cause of 49 Vo of deaths, which is similar to the
46Vo reported in German waters but higher than the l0 to I2Vo reported in British waters.
Heavy loads of parasites are often reported in porpoises without clinical disease (Read,
1999). Nevertheless, in our study, parasitism was severe, multisystemic and associated with
macroscopical and microscopical lesions. Macroscopical evidence of parasitic infestation was
found in the lungs of porpoises 96 cm or more in length. It is usual to find gross evidence of
lungworm infestation in porpoises aged 7 to 10 months (>90 cm in length), suggesting that
they are infected after weaning through the consumption of fish (van Nie, 1989; Jepson et al.,
2000), or in animals older than I year (Siebert et al., 2001). However, infection via the
placenta or milk is suspected for Halocercus sp. by Jepson et al. (2000). The airways being
commonly infected by more than one parasite species and it was not possible to determine
which is the most pathogenic (Jepson et al., 2000). In our investigation, lesions of
bronchopneumonia were more severe around larvae than around adults but no such difference
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was observed by Jepson et al. (2000). Howard et al. (1983) reported an acute reaction around
larvae of Stenuru.s sp. but minimal inflammation associated with adults. The prevalence of
lungworm infestation, 56Vo in our investigations, is usually high in North Sea porpoises,
reaching 60Vo for animals stranded on the Dutch (van Nie, 1989) and German coasts (Siebert er
al., 2O0l) and up to 69Vo for animals from British waters (Jepson et al., 2000). High
prevalence of lung-wonns was also reported for by-caught animals. Disseminated abscesses
associated with chronic thrombus observed in this study, is frequently reported with pseudalius
inflexus infections. Indeed, severe secondary bacterial or viral infection may develop in such
cases, leading to abscessation or septicemia (Measures, 2001). Siebert et at. (20O1) suggested
that heavy parasitic infestation in the airways and pulmonary blood vessels reduce the abiliry to
dive and hunt.
Anisakis simplex infestation of the first gastric compartment has frequently been associated
with ulceration in stranded porpoises (Baker and Martin,1992; Brattey and Stenson, 1995;
Kirkwood et al., 1997; Siebert et al., 2001) and in other cetacean species (Sweeney and
Ridgway, 1975; Baker, L992; De Guise et al., 1995). However, this association was less
frequently observed in by-caught porpoises (Brattey and Stenson, 1995). The third stage larvae
of this nematode are released into the host stomach from infected fish and burrow into the
mucosa and submucosa of the gastric fundus, resulting in crater-like ulcer (Howard et aI.,
1983). These ulcers usually have little pathological significance but may cause severe gastric
haemorrhage (Kirkwood et al., 1997) or serve as a portal of entry for pathogens (Wûnschmann
et al., 1999b). The reported prevalence of A. simplex varies from 15 Vo (van Nie, 1989) to
43Vo (Baker and Martin, 1992), possibly due to variations in the abundance of intermediate
hosts (Baker, 1992).In the present study, 14 porpoises were severely infested and six slightly.
The prevalence of infection of the middle ear by Stenurus minor in our investigation was
similar to that reported previously in by-caught porpoises (Stroud and Roffe, 1979) and
stranded (van Nie, 1989; Baker and Martin, 1992) porpoises. Stroud and Roffe (Ig7g) found
no pathological changes to be associated with this nematode, but it may interfere with
navigation (Howard et aI., 1983) or provide a portal of entry for bacterial infection (Garcia
Hartmann, 1997). Although S. minor infestation in auditory organ was suspected to be
involved in some cetaceans stranding, their role in such phenomenon remains unresolved
(Measures, 2001).
Pyloric stenosis due to chronic gastritis associated with Pholeter gastrophilus, as observed
in this study was regarded as the cause of death in a dolphin by Kirkwood et aI. (1997).
However, gastric nodules caused by trematodes, frequently observed in the stomach wall of
cetaceans, are apparently of little pathological consequence (Baker, 1992; Baker and Martin.
1992; Siebert et a1.,2001).
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As seen in this study, Campula oblonga infestation frequently produces local hepatic fibrosis
and chronic cholangitis. It has a high prevalence in by-caught porpoises (Benke et al., 1998).
Entanglement in fishing nets seemed a less important cause of death in our investigations
than in studies from other countries bordering the North Sea (Baker and Martin , 1992 Kuiken
et aI., 1994; Kirkwood et aI., 1997; Benke et al., 1998; Siebert et aI., 2001). The annual
average number of porpoises dying in Danish gill nets between 1994 and 1998 was 6785
(Vinther, 1999). The average percentage of stranded porpoises showing signs of net
entanglement was 34Vo on the British coasts from 1990 to 1996 (Jepson et al., 2000), 5OVo on
the German coasts from 1991 to 1993 (Benke et aI., 1998), 10 - 20 Vo for the Dutch coast from
1990 to 1994 (Addink and Smeenk, 1999), and 24Vo for the French part of the Channel from
1970 to 1994 (A. Collet, unpublished data). In our study, only four porpoises were brought
back by fishermen, but following Kuiken's (1996) criteria for death due to entanglement in
fishing nets, we identified four additional by-caught porpoises. Such a level (8/55) was similar
to that reported in the Netherlands. The difference between this study and those in other
countries bordering the North Sea, where by-catch is considered to be the main threat for
cetaceans, may be due to different fishery practices. Indeed, the use of gill nets is relatively
infrequent in Belgium and the Netherlands (Reijnders et aI., 1996). Beyond the territorial
limits, however, Dutch and Belgian waters are intensively used by gill net fishermen from other
European nations, especially France, Denmark and the United Kingdom. The prevalence of by-
catch, if based only on the number of porpoises reported by fishermen, would be largely
underestimated in the southern North Sea. According to Siebert et aI. (2001) by-catches
probably have a significant impact on the population dynamics of North Sea poqpoises.
One porpoise had a fractured rib with severe acute exudative pleurisy but without evidence
of other lesions. Rib fractures in poqpoises are consistent with aftacks from bottlenose dolphins
(Jepson and Baker, 1998) but this is usually accompanied by other traumatic lesions (Jepson er
aI.,2O0O).
Upper digestive tract ulcers have been reported frequently in stranded porpoises (Baker and
Martin, 1992: Kennedy et al., 1992a, I992b) and other cetaceans (Domingo et aI., l99Z; b,
Guise et al., 1995; Jauniaux et aI., 1993). A specific aetiology has not been identified for
mouth or oesophageal ulcers and it has been suggested that such lesions could be related to
debilitating disease (Sweeney and Ridgway, 1975). As PAS staining was negative in all cases
examined in this study, isolation of Candida sp. from one oesophageal ulcer is Iikely to have
represented post-mortem contamination. Domingo et al. (1992), who found such lesions in
morbillivirus-infected dolphins, attributed them to secondary opportunistic agents or to
calicivirus, herpesvirus or picornavirus infections. Oesophageal ulcers have also been reported
in beluga whales @e Guise et al., 1995) seropositive for herpesvirus. Antibodies to
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herpesvirus were also detected, however, in sera of animals without lesions (Mikaelian et al.,
199e).
Macroscopically visible thymic cysts similar to those observed in an adult male in this study,
have only been reported previously in seven harbour porpoises in which they may have arisen
from degenerating Hassal's corpuscules or condensed epithelial reticulum (Wiinschm ann et al..
1999a).
Adrenal hyperplasia, observed in one adult in this study, may be aetiologically related to
xenobiotics in seals (Bergman and Olsson, 1985), but such a relationship has not been
established for porpoises (Kuiken et al., Igg3).
Infectious diseases may be related to high tissue concentration of organochlorines
(Jepson et al-, 1999) or mercury (Siebert et al., 1999), frequently reported in porpoises from
other parts of the North Sea. Nevertheless, such an association was not always confirmed
(Kuiken et aI., 1994).
A surprising observation in the present study was a recent rise in strandings. Indeed, in
1999, more porpoises were available for examination than in the entire previous 9-year period.
There was no evidence to suggest that a viral infection was the cause of the increased mortality.
Moreover, the majority of carcasses showed no signs of net entanglement. However, the
number of porpoises in the southern North Sea may have increased, as indicated by increased
sightings at sea and a recent rise in strandings in the Channel, an area in which porpoises were
previously rare (Van Canneyt, personal communication). It seems more likely that such an
increase would have resulted from a distribution shift rather than a recent rise in the local sub-
population, because the ratio ofjuveniles to adults in our series was not modified. As reported
by Addink and Smeenk (1999), changes in the abundance of odontocetes in certain regions may
be related to the abundance of prey.
The area covered by this study extended from the Scheldt estuary to the bay of the Somme
(Fig. 1). This is no more than a small section (200 km) of the entire North Sea coastline. It
represents, however, a narrow and shallow part of the North Sea, which possibly encourages
the concentration of marine mammals as their circulate through the Channel, thereby increasing
the numbers of driftng carcasses that come ashore.
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Unexpected strandings of 16 common seal (dead or moribund) pups (Phoca vitulina)
occurred on the Belgian and northern French coasts during the summer of 1998. Eleven
animals (10 pups and I adult) were necropsied and sampled for histopathological,
immunohistochemical, serological, bacteriological, parasitological, virological and RT-PCR
investigations. The main necropsy findings were severe emaciation, acute haemorrhagic
enteritis, acute pneumonia, interstitial pulmonary emphysema and oedema, and chronic
ulcerative stomatitis. Microscopic lung findings were acute to subacute pneumonia with
interstitial oedema and emphysema. Severe lymphocytic depletion was observed in lymph
nodes. Severe acute to subacute meningoencephalitis was observed in I animal. By
immunohistochemistry, there was specific staining with 2 monoclonal antibodies directed
against canine distemper virus and phocine distemper virus in occasional lymphocytes in spleen
and lymph nodes of 3 seals. Anti-CDV neutralising antibodies were detected in sera from 6
animals. Some seals were positive by RT-PCR for the morbillivirus phosphoprotein gene. The
lesions observed were consistent with those found in animals infected by a morbillivirus, and
demonstrated that distemper has recently occurred in North Sea seals
Introduction
Morbillivirus outbreaks have been found to be responsible for the death of many
thousands of marine mammals in various parts of the world. Among pinnipeds, affected
populations were harbour seals (Phoca vitulina) and grey seals (Hatichoerus grypus) from the
North Sea and the north-western Atlantic (Kennedy and others 1989, Duignan and others Lgg3,
1995), Lake Baikal seals (Phoca sibirica) (Grachev and others 1989, Osterhaus and others
1989, Belykh and others 1997), and Caspian seals (Phoca caspica) (Forsyth and others 1998,
Kennedy and others 2000). Among cetaceans, morbillivirus lesions were reported in harbour
porpoises (Phocoena phocoena) from the coast of Ireland (Kennedy and others 1988, lggl,
1992), bottlenose dolphins (Tursiops truncatus) from the Atlanûc coast of the United States
(Lipscomb and others 1994, 1996, Krafft and others 1995), striped dolphins (Stenelln
coeruleoalba) from the Mediterranean Sea (Domingo and others 1990, 1992, van Bressem and
others I99I, Duignan and others 1992) and Atlantic fin whales (Batnenoptera physalus)
(Jauniaux and others 1998, 2000).
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From April 1988 to the beginning of 1989, approximately 18,000 harbour seals died in
Northwestern Europe (Kennedy, 1990). This epizootic began along the Danish coast and
spread to the coasts of Sweden, the Netherlands, Norway, Germany, the United Kingdom and
Ireland. The morbillivirus responsible for the harbour seal epizootic was identified as a canine
distemperJike virus called phocine distemper virus (PDV). Since early 1989, no cases have
been reported in the North Sea seals, but serological studies suggested that PDV infection had
persisted in this area (Visser and others 1993).
Since 1989, a multidisciplinary research network now called MARIN (Marine Animals
Research & Intervention Network) deals with the scientific research of marine mammals
stranded along the Belgian and northem France coasts or caught as bycatch. It investigates the
cause of death of marine mammals and performs toxicological analyses on collected samples.
MARIN assists in marine mammal rescues, live stranded animals being transported to
rehabilitation centers. The aim of this paper is to present post-mortem observations and the
cause of seal deaths during an outbreak occurring along the Belgian and northern French coasts
during the summer of 1998. The main necropsy findings were severe emaciation and
pneumonia. Histopathological, immunohistochemical, serological and RT-pCR analyses on
seal samples revealed a morbillivirus infection.
Material and methods
Animal collection and necropsy
An usually high number of dead (n=6) or moribund (n=10) harbour seals strandings
occurred on the coast of Belgium and northern France between July 30 and August 28, lgg1
(Iable 1). Moribund animals were sent to two seal rehabilitation centres (National Sea Life
Centre, Blankenberge, Belgium, Tæehonden-creche, Pieterburen, The Netherlands) where 5
died within 4 weeks.
In total, 1l animals were necropsied using a standard protocol (Geraci and Lounsbury,
1993). Samples for histology and immunohistochemistry were fixed in I07o buffered formalin
and samples for virus isolation and reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-pCR)
were kept frozen (-80"C) until analyses. On fresh animals, lung, intestinal content, bone
marrow and blood were aseptically collected for bacteriological examination. For parasitology,
lung, intestinal content and liver were sampled. On decomposed animals, only a partial




Formalin-fixed tissues (spleen, lung, bronchial and mesenteric lymph nodes, brain,
intestine, liver, kidney, urinary bladder, adrenal gland, stomach, gonads and any tissues with
lesions) from fresh animals, were embedded in paraffin and 5 pm sections were stained with
haematoxylin and eosin.
Immunochemistry
A direct immunofluorescence technique was applied to frozen lung and spleen samples
using an anti-canine distemper virus (CDV) polyclonal antibody (VARC, Groeselenberg 99,
1l80Brussels, Belgium). Blood samples were collected and a virus neutralisation test with
CDV (Appel and Robson, 1973), slightly modified for immunofluorescence, was carried out.
On lung, spleen, urinary bladder, brain, thymus, mesenteric and bronchial lymph nodes,
and selected lesions samples fixed in formalin, an immunoperoxidase technique was applied
using a mouse monoclonal antibody (Mab) directed against the fusion protein of CDV (clone
1C5; Biogenesis, England) and a Mab against the haemagglutinin of PDV (clone 1.3) (Kennedy
and others 1989, Trudgett and others 1991). The other reagents were part of a commercial kit
using the Enhanced Polymer One-Step Staining procedure (Dako EnvisionrM, Dako, Denmark).
Tissues from a healthy seal and morbillivirus infected cetaceans (striped dolphin and fin whale)
were used as negative and positive controls, respectively. Test sections, on which the first layer
antibody was omitted, served as negative controls.
Virus isolation
Tissues positive by immunofluorescence were pooled, and Vero cells were infected with
a 10 percent tissue suspensions. Cell cultures were checked at regular intervals for the presence
of cytopathogenic changes and at each cell passage (8 days), cell cultures were stained (Diff
Quick). The supernatant was examined by negative staining, using a transmission electon
microscope (TEM).
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
RNA was extracted from frozen tissues using TriPureru Isolation Reagent (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany) following the manufacture's instructions. On formalin-fixed,
paraffin embedded tissues, extraction was done using Paraffin block RNA Isolationru
(Ambion, Austin, Texas, USA). Reverse transcriptase was performed with random hexamers
for first strand synthesis. For polymerase chain reaction, primers were used with frozen and
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues (Krafft and others 1995). They amplify the
morbillivirus phosphoprotein gene, yielding a 78 base pair product (Krafft and others 1995).
Reaction was done using the GeneAmp@ RNA PCR kit (Perkin Elmer, Roche Molecular
Systems, New Jersey, U.S.A.). The PCR product was analysed by gel electrophoresis with
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4Vo agarose and ethidium bromide staining. A formalin-fixed, paraffin-embedded lymph node
of a morbillivirus-infected fin whale was used as positive control material. A formalin-fixed,
paraffin-embedded lung's sample of an unaffected animal was used as a negative control and




Clinical signs were recorded during the rehabilitation prograrnme and included biphasic
hyperthermia, emaciation, weakness, pneumonia with difficult breathing, oculonasal
discharges, and gastroenteritis with vomiting and dianhoea with in some cases melena. Other
symptoms were stomatitis, arthritis, conjunctivitis, external otitis and keratitis. Seals did not
react when approached and were force-fed because of inappetance. Suspicions arose that a
virus infection was involved as the situation and syndromes resembled those of the 1988
distemper epizootic.
The peak of strandings occurred from August 7 to 15, 1998 when 1l seals stranded.
Necropsy
There were l0 pups and I adult distributed as 6 males and 5 females (Table 1). Animals
dead during the rehabilitation programme were necropsied a few hours after death. Other
animals were in various stages of preservation and 4 were only partially necropsied due to
advanced decomposition.
Necropsy findings are listed in Table 2. Tlire main findings were acute pneumonia and
emaciation with reduction or absence of fat and muscles atrophy. Lungs failed to collapse and
were congested with interstitial and subpleural emphysema. Frothy fluid, containing blood in
some cases, was observed in the trachea, bronchi and bronchioles, and the lung parenchyma
was wet when sliced. The respiratory tract mucosa was frequently congested. One animal had
acute pleuritis with fibrinopurulent exudate in the thoracic cavity and numerous chronic lung
abscesses.
Mucopurulent or haemorrhagic nasal discharge was observed in 3 seals.
In 3 animals, acute enteritis was observed with hemorrhagic intestinal content, and
enlarged oedematous mesenteric lymph nodes. Acute keratitis was noted in 2 cases with
































































































TABLE 1: Date of stranding, outcomes, sex and body length and weight of seals stranded along the
Belgian and French coasts during summer of 1998. Outcome: N: necropsied; R: released.
Sex: M: male; F: female
observed in 2 animals. In dead stranded seals, the gastointestinal ûact was always
empty, without evidence of recent feeding. No respiratory or gastro-intestinal parasites were
observed.
During rehabilitation, PseudomoruÆ aeruginnsa was isolated from the case of external
otitis. Haemolytic Streptococcrlr sp. (group antigen G) was isolated from the lung, the
intestine, the eye and the bone marrow of I seal and Esclwrichia coli was isolaûed from blood,




In 3 seals, microscopic lung findings were mild subacute broncho-interstitial pneumonia
with interstitial oedema, congestion and infiltration by lymphocytes, macrophages and a few
neutrophils (Fig 1).In 1 case, small areas of necrosis were observed, associated with colonies
of rod-shaped bacteria. Numerous macrophages were present in the bronchiolar lumen
associated with serofibrinous exudate. A severe acute necrotising bronchopneumonia (1 case),
was characterised by filling of alveoli and bronchi with exudate containing neutrophils and large
macrophages, and areas of parenchymal necrosis, mainly in a peribronchiolar pattern.
Meningeal congestion was frequently observed and was sometimes associated with mild
diffuse lymphocytic and macrophage infiltration. Acute meningoencephalitis was observed in
one animal. The pia mater was thickened by exudate of macrophages and occasional neutrophils
and areas of neutrophilic infiltration and neuronal necrosis were disseminated throughout the
cerebrum. Haemorrhagic foci were also disseminated in the cerebrum and cerebellum.
Perivascular cuffs of macrophages and a few lymphocytes were also disseminated in cerebral
tissue.
In lymphoid tissue (lymph nodes, spleen and thymus), the main findings were lymphoid
depletion with an absence of lymphoid follicles, and numerous lymphocytes with pyknotic
nuclei. Eosinophilic intranuclear inclusion bodies were occilsionally observed. Multinucleated
cells were observed in mesenteric lymph nodes of 2 seals, in I case associated with granulomas
composed of an eosinophilic core of necrotic tissue surrounded by macrophages. Mononuclear
cells and eosinophils were frequently observed in intestnal villi, and submucosal lymphoid
follicles were depleted with lymphocytic necrosis and prominence of fibrous stroma. Liver,
kidneys and adrenal glands were commonly congested. In 2 cases, a mild acute to subacute
hepatitis was characterised by neutrophils and macrophage infiltration in liver parenchyma.
Two seals had a severe subacute to chronic stomatitis associated with a superficial
necrosis of submucosal connective tissue. Deep submucosal tissue, under ulcers, was
infiltrated with macrophages, lymphocytes and fibroblasts with vascular thrombi and evidence
of neovascularisation. At ulcer edges, scarce neutrophils were observed within epidermal layers
and occasional epithelial cells were vacuolated with small intracytoplasmic inclusions and
chromatin margination.
Immunochemistrv
The results of investigations for morbillivirus infection are listed in Table 2.
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Heavy immunofluorescence was detected in lung and spleen tissues from 2 animals,
using an anti-CDV polyclonal antibody. Anti-CDV neutralising antibodies were detected in sera
of 6 animals, with titres varying from 1/8 to IllZ8.
Figure l: Broncho-interstitial pneumonia in a seal
with morbilliviral infection. There were
interstitial oedema" congestion and infiltration
by mononuclear cells (anow head) and a few
neutrophils (anow). Haematoxylin and eosin.
Bar = 50 um.
Figure 2: Immunoperoxidase staining for
morbillivirus in a lymph node of a seal with
morbilliviral infection. There was seen a
diffuse intracytoplasmic reaction (anow) in
mononuclear cells. Haematoxylin counterstain.
Bar = 50 pm.
By immunohistochemistry, there was specific labelling with PDV 1,3 Mab in
lymphocytes of lymph nodes, spleen or thymus of 3 seals and with CDV 1C5 Mab in the
spleen of 1 other seal. Immunoperoxidase labelling was seen as a diffuse intracytoplasmic
reaction in mononuclear cells (Fig 2). lntranuclear labelling was observed in a lymph node of
one animal.
Virus isolation
After 3 passages, syncytial cells were observed after DiffQuick staining and viral
particles, typical of paramyxovirus, were obseryed by negative staining.
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TABLE 2 : Results of post-mortem investigations on seals sranded along the coasts of Belgium
and France during the summer of 1998. C.C.: condition code: 2: very fresh; 3: moderate
decomposition, 4: advanced decomposition; NP: not performed; IF: immunofluorescence;
SN: seroneutralisation; IC: immunochemistry; +: positive result, -: negative result, NP:
non performed; FFPE: formalin fixed paraffin embedded; L: lung, s: spleen, LN: lymph
node, B: brain, T: thymus.
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
Fragments of the expected size of about 78 base pairs (Fig 3) were generated from
various frozen and formalin-fixed, paraffin-embedded tissues (Table 2). Positive results were
obtained from 5 seals, including 2 animals moderately to severely decayed and 3 which were
very well preserved. Fragments twere similar to the positive control lymph node. RT-PCR was
positive for beta-actin but negative for negative conûol.
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Figure 3: Lanes I and2: positive control material; line 3 and 4 : specific 78 base pair (bp) product
amplified from lung (lane 3) and lymph node (ane 4); lane 5, 6 and 7 : no amplification;
lane 8 : 50 bp DNA ladder; 4Vo agarcse gel and ethidium bromide staining.
Discussion
Evidence of a morbiltvirus infection in seals stranded along the Belgian and northern
France coasts during the summer of 1998 may be summarized as following: specific
immunolabelling was demonstrated in lymphoid tissues of 4 animals; 6 seals had serological
evidence of infection; typical viral particles were observed by TEM after cell culture; and
f-rnally, by RT-PCR, specific fragments were amplified from tissues of 7 seals. By
immunohistochemistry and/or RT-PCR investigations, 7 seals were considered to be infected
by a morbillivirus while no conclusion could be drawn on the 4 others. These findings suggest
that a morbillivinrs disease caused the seal strandings. To the authors' knowledge, this is the
first report of morbillivinrs disease in harbour seals since the 1988-1989 outbreak and thev
indicate that distemper is still present in the North Sea seal populaton.
Clinical signs, gross pathological, histological and immunohistological findings were
similar to those reported in seal species with morbillivirus infection (Kennedy and others 1989,
Bergman and others 1990, Krogsrud and others 1990, Nunoya and others 1990, Daoust and
others 1993, Duignan and others 1993). This wits confirmed by the isolation of
paramyxovirus-like particles in cell culture and by positive RT-PCR results.
In our investigations some carcasses were putrefied, hampering morbillivinrs diagnosis.
Nevertheless, RT-PCR analyses revealed the infection n 2 decomposed seals, without other
evidence of infection. Indeed, when tissue samples arc unsuitable for histology and
immunohistochemisti'y, only amplificaton of small RNA fragments is most appropriate for
diagnosis (Krafft and others 1995).
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Besides the diagnosis of morbillivirus confirmed so far, it would be necessary to further
characterise the virus involved in order to compare it with other strains known to have
previously affected seals. Further investigations, using RT-PCR amplification of larger viral
RNA sequences of the phosprotein gene are in progress and will allow us such comparison
(Barrett and others 1993; Taubenberger and others 2000).
Interstitial pneumonia has previously been reported in morbillivirus-infected seals
(Kennedy and others 1989, Duignan and others 1993). No pulmonary syncytia with
intranuclear inclusion bodies were observed in our samples but are not always reported
(Krogsrud and others 1990, Heje and others 1991, Kennedy and others 2000). In addition,
they are more frequently noted in cetaceans than in seal tissues (Domingo and others IggZ,
Kennedy, 1998). The multinucleaûed cells that we observed in lymph nodes were consistent
with giant cells associated with parasitic larval migration and were not considered as virally
induced syncytial cells. Severe lymphoid depletion suggests that the morbillivirus infection
caused immunosuppression and secondary diseases such as the 3 cases of septicaemia observed
in present study. The suppurative bronchopneumonia and encephalitis were also probably
caused by secondary bacterial infection.
All seals were in poor body condition as indicated by the reduced amount or absence of
subcutaneous or abdominal fat and atrophy of dorsal muscles. Such condition was reported on
other morbillivirus infected seals (Forsyth and others 1993) or cetaceans (Duignan and others
1992, Kennedy and others 1992).
During 1998 summer, 11 died in less than 1 month while previously from 1990 to 1997,
on the same area only 6 seals were found dead (Jauniaux T., unpublished data). With ttre
exception of one animal, all were pups of around 8 weeks old. This age conesponds with ttre
loss of passively acquired matemal PDV-neutralising antibodies, leading to increased
susceptibility to PDV infection (Harder and others 1993).In addition, Visser and others (1993)
reported that 6 pups died of phocine distemper within 2 weeks of birth while parents did not
show any signs of infection, corresponding to our observations without disease in adults.
Weaning at this age represents an additional predisposing factor.
Because juvenile seals become more susceptible to PDV infections after loss of passively
acquired matemal immunity, Harder and others (1993) anticipated an increase in the number of
PDV-susceptible seals in the North Sea for animals born after 1989. In addition, the majority
of the seal population in the Dutch Wadden Sea had morbillivirus-specific antibodies and it was
suspected that active PDV infections would continue to occur in that area (Visser and others
1993). Indeed, juvenile seals (three months to one year old) which have lost their maternal
antibodies and were sampled in the Wadden Sea in 1992, had morbillivirus-specific antibodies.
It is believed that morbillivirus infection can persist in small groups without evidence of disease
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(Visser and others 1993). The present results support the hypothesis that PDV has continued to
circulate in the North Sea since 1989.
Earlier observations of marked seals showed that most seals on Belgian coast originated
from the east coast of England, especially from The Wash. In 1998, this was indirectly
confirmed as an abnormally high mortality of seal pups occurred in The Wash during summer
(Van Gompel, 1999). Unfortunately, it seems that the dead seals were not necropsied in that
area.
As evidences suggest that morbillivirus infections circulate in the North Sea seal
population as in many other marine mammals species around the world, monitoring
programmes such MARIN should investigate the causes of pinniped and cetacean deaths as
well as monitoring immune status of these species. Such analyses would be helpful to
determining the susceptibility of marine mammal populations to specific diseases.
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Since 1990, the multidisciplinary research network MARIN (Marine Animals Research &
Intervention Network) deals with the scientific research of marine mammals stranded or by-
caught along the Belgian and northern French coasts. Causes of death are investigated and
toxicological analyses performed on collected samples. MARIN also assists in marine mammal
rescues and transportation of live stranded animals to rehabilitaton centres.
A total of 34 harbour seals (Phoca vitulina),3 grey seals (Halichoeru.s grypus) and 1
hooded seal (Cystophora cristata) were necropsied. From 1990 to 1997, only 6 animals were
available for post-mortem examination, against 10 in 1998, 8 in 1999 and 14 in 2000. Sex
ratios were normal and animals were mainly juvenile (75Vo). The major non-human associated
causes of death were bronchopneumonia and septicaemia. In addition, some seals showed
evidence of a previous by-catch and various traumas. Evidence of morbillivirus infections was
detected by immunochemistry (6 cases) and by Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction (12 cases). Most of the infected seals were pups stranded August 199g. These
findings suggest that a morbillivirus disease caused the strandings. To the authors' knowledge,
those were first cases of morbillivirus infection in harbour seals in the North Sea since the
1988-1989 outbreak. They indicate that distemper is still present in the seal population.
Bronchopneumonia and septicaemia were probably caused by secondary bacterial infections due
to immunosupression induced by the morbillivirus or by the lack of passive acquired immunity
in 2 month-old animals.
Introduction
Before epizootic of seal distemper in 1988, few papers were published concerning lesions
and causes of death of stranded seals, some being associated with herpesvirus or influenza
infections (for review (Kennedy-Stoskopf, 2001)). At the end of the 1980s, many papers were
published on seals distemper. Indeed, morbillivirus outbreaks have been found to be
responsible for the death of many thousands of pinnipeds, including harbour seals (phoca
vitulina) and grey seals (Halichoerus grypus) from the North Sea and the north-western Atlantic
(Kennedy et al., 1989; Duignan et al., 1993; Duignan et aI., 1995), Lake Baikal seals (phoca
sibirica) (Belykh et al., L991; Grachev et aI., 1989; Osterhaus et aI., l9S9). Recently, epizootic
appeared in Caspian seals (Phoca caspica) (Forsyth et aI., 1998; Kennedy et at., 2OOO). From
April 1988 to the beginning of 1989, approximately 18,000 harbour seals died in northwestem
Europe (Kennedy, 1990). This epizootic began along the Danish coast and spread to the coasts
of Sweden, the Netherlands, Norway, Germany, the United Kingdom and heland. The
morbillivirus responsible for the harbour seal epizootic was identified as a canine distemper-like
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virus called phocine distemper virus (PDV). Between 1990 and 1998, no cases have been
reported in North Sea seals, but serological studies suggested that PDV infection had persisted
in this area (Visser et aI., 1993). However, during the summer of 1998, distemper was
diagnosed on 7 juveniles seals stranded on the Belgian and northern French coasts (Jauniaux er
al.,20OI).
Since 1990, the multidisciplinary research network MARIN (Marine Animals Research &
Intervention Network) deals with the scientific research of marine mammals stranded along the
Belgian and northern France coasts. It investigates the cause of death of marine mammals and
performs toxicological analyses on collected samples. The aim of this paper is to reporr on post-
mortem observations and the cause of deaths of seals stranded along the Belgian and northern
French coasts from 1990 to 2000.
Material and methods
Animal collection and necropsy
Since 1990, dead (stranded or by caught) seals were collected along the Belgian coast. In
addition, animals from Northern France (from Belgian border to bay of the Somme) were
included in your investigations in 1995 as well as some seals from the Dutch Scheldt estuary.
Carcasses were transported to the Department of Veterinary Pathology of the University of
Liege while sick animals were taken to two seal rehabilitation centres (National Sea Life,
Blankenberge, Belgium, Zeehonden-crèche, pieterburen, The Netherlands).
In total, 38 animals, including 34 harbour seals (Phoca vitulina),3 grey seals (Halichoerus
9rypus) and t hooded seal (Cystophora cristata), were necropsied using a standard protocol
(Geraci and Lounsbury, 1993). Briefly, seals were measured, weighted and blubber thickness
was measured dorsally. The necropsy included external and intemal examinations. Abdominal
and thoracic cavities were opened and the skull was longitudinally sawed for cenftal nervous
system observation. Samples for histology and immunohistochemistry were fixed in ly7o
buffered formalin and samples for virus isolation and reverse transcriptase-polymerase chain
reaction (RT-PCR) were kept frozen (-80'C) until analyses. Parasites were preserved in 7 O Vo
ethanol with 5 Vo glycerine. From fresh animals, lung, intestinal content, bone marrow and
blood were aseptically collected for bacteriological examination. On decomposed animals, only




Formalin-fixed tissues (spleen, lung, bronchial and mesenteric lymph nodes, brain,
intestine, liver, kidney, urinary bladder, adrenal gland, stomach, gonads and any tissues with
lesions) from fresh animals, were embedded in paraffin and 5 pm sections were stained with
haematoxylin and eosin. On selected tissues, sections were also stained with Von Giesson.
Periodic Acid Shift (PAS) and Ziehl-Neelsen.
Detection of morbillivirus
A direct immunofluorescence technique was applied to frozen lung and spleen samples using
an anti-canine distemper virus (CDV) polyclonal antibody (VARC, Groeselenberg 99, 1180
Brussels, Belgium).
On selected samples (lung, spleen, urinary bladder, brain, thymus, mesenteric and bronchial
lymph nodes) and lesions fixed in formalin, an immunoperoxidase technique was applied using
a mouse monoclonal antibody (Mab) against the haemagglutinin of PDV (clone 1.3) (Trudgett er
aI., I99I; Kennedy et al., 1989). The other reagents were part of a commercial kit using the
Enhanced Polymer One-Step Staining procedure (Dako EnvisionrM, Dako, Denmark) as
previously described (Jauniaux et al.,2O0l).
Blood samples were collected and a virus neutralisation test with Canine Distemper Virus
(CDV) was carried out (Appel and Robson, 1973).In case of viral disease suspicion, Vero cells
cultures were infected with a 10 per cent tissue suspensions. Cell cultures were checked at
regular intervals for the presence of cytopathogenic changes and at each cell passage (8 days),
cell cultures were stained (Diff Quick). The supernatant was examined by negative staining,
using a transmission electron microscope (TEM).
RNA was extracted from frozen tissues using TriPureru Isolation Reagent (Boehringer
Mannheim, Mannheim, Germany) following the manufacture's instructions. On formalin-fixed,
paraffin embedded tissues, the extraction was done using Paraffin block RNA Isolationru
(Ambion, Austin, Texas, USA). Reverse transcriptase was performed with random hexamers
for first strand synthesis. For polymerase chain reaction, primers were used with frozen and
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues (Krafft et aI., 1995). They ampliff the morbillivirus
phosphoprotein gene, yielding a 78 base-pair product (Krafft et al., 1995). Reacton was done
using the GeneAmp@ RNA PCR kit (Perkin Elmer, Roche Molecular Systems, New Jersey,
U.S.A.). The PCR product was analysed by gel electrophoresis with 4Vo agarose and ethidium
bromide staining. A formalin-fixed, paraffin-embedded lymph node of a morbillivirus-infected
fin whale was used as positive control material. A formalin-fixed, paraffin-embedded lung
sample from an unaffected animal was used as a negative control and RT-PCR for B-actin was
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performed as a control for amplifiable RNA (Iftafft et aI., 1995). As RT-pCR has been
developed for samples containing degraded RNA (Iftafft et aI., 1995), the 38 seals were tested.
Results
Animals collection
There were 26 juveniles and l0 adults (age not estimated in 2 cases) distributed as 2O males
and 15 females (sex not identified in 3 cases. Carcasses were collected along the coasts (n=31)
andT seals died at the National Sea Life. From 1990 to 1997, only 6 animals were available for
post-mortem examination, against 10 in 1998, 8 in 1999 and 14 in 2000. Fresh carcasses were
necropsied a few hours after death or stranding. Other animals were in various stages of
preservation and 14 were only partially necropsied due to advanced decomposition.
Gross pathology
Necropsy findings are listed in table l, excluding
findings in these 24 seals were emaciation (n= 1l),
(n= 5).
animal partially necropsied. The main
acute pneumonia (n= 7) and enteritis
Body condition
Eleven seals were emaciated, with severe subcutaneous fat reduction and extended
amyotrophy. The dorsal fat thickness for common seal varied following nutritional condition
(emaciated: 3,9 mm + 4,8 ; non-emaciated: 23,2 mm + 6,8 ; p < 0,0001), mortality
process (traumatic death including by-catch: 23,0mm *.7,7i non-traumatic death: 7,0
mm t 8,9; p = 0,001) and age (iuvenile: 8,5mm + 9,2; adult: Z2,O mm + 11,1;
p = 0,016).
Respiratory system
In case of pneumonia, lungs were congested with irregular surface and interstitial and
subpleural emphysema (Figure l). Sectons revealed patches of red and/or grey consolidation.
Frothy fluid, containing blood or in some cases pus, was observed in the airways. Most
frequently, cranial pulmonary lobes were most heavily affected. In cases of by-catch in fishing
nets (confirmed or suspected), animals had extensive lung congestion and oedema with
abundant white froth within airways, frequently blood-tinged and subcutaneous haemorrhages.
The nematodes Otostrongylus circumlitus and Parafi,laroides sp. were observed in bronchi of
five seals and O. circumlitus in pulmonary artery of two seals reaching the right ventricle in one
case. One animal had bilateral acute pleuritis with fibrinopurulent exsudate in the thoracic caviry




In 6 animals, an acute enteritis was characterised by haemorrhagic intestinal content, and
enlarged oedematous mesenteric lymph nodes. Two seals had a severe acute peritonitis
characterised by fibrineous membranes covering abdominal viscera, associated with taumatic
gastric perforation. Numerous petechia were disseminated on the abdominal serosa. In both
cases, the perforation was due to a foreign body (metallic piece, 14 cm length, used on fishing
lines), one triangular part being in the stomach, the straight extremity in the abdominal cavity
(Figure 2). Chronic ulcerative gastritis was observed in two seals and was characterised by l0
mm ulcers disseminated on the gastric mucosa. The ulcer edges were white, thickened and
irregular and nematodes were embedded in the centre. Two other seals had free nematodes in
the gastric lumen without any associated lesions. One seal presented an acute hiatal hernia. The
proximal third of the stomach protruded in the oesophagus, creating a dilatation of the
oesophagus extremity. Gastric and oesophagal mucosa were congestive, and melena was
present in the gastric lumen.
Myoskeletal system
In two common and two grey seals, numerous subcutaneous and intra-muscular haematomas
were disseminated on the head and the thorax. In addition, two of these cases had multiple ribs
fracture with associated intercostal hematomas and bilateral hemothorax characterised by 200 to
400 ntl of blood in pleural cavities. The four seals were in a good body condition with fresh
preys in the stomach. One of these seals was run over by a motorbike when it was resting on
the beach while the other one was probably by caught.
Mucosal membranes
Acute ulcerative keratitis was noted in 2 cases with I to 5 mm comeal ulcers and periorbital




Figure l: subpleural (anows) and interstitial
emphysema.
Figure 2: Traumatic gastric perforation
Histopathology
Respiratory system
Acute broncho-pneumonia was characterised by exsudate of neutrophils and large
macrophages, in alveoli and bronchioles associated with parenchymal necrosis argi6. Interstitial
pneumonia, observed on three seals, was characterised by a thickening of the interalveolar septa
by macrophages, lymphocytes and oedema, with in one case, a few giant cells. In case of a
nematode infestation, eosinophils were also present in interstitial tissue with peribronchial
lymphocyæs infiltration. In case of by-catch, the main observation was a severe lung
congestion, with focal areas of palenchymal oedema characterised by pink fluid, containing
erythrocytes within alveoli and respiratory tractus.




In three seals, subacute gastritis was characterised by eosinophils and giant cells infiltration
in the submucosa. In the most severe case, the gastric wall was thickened and formed an
ulcerated nodule. In the submucosa, eosinophil granulomas, some containing nematode larvae,
were limited by giant cells. Subacute enteritis was observed in 4 cases, with mild infiltration by
eosinophils and few lymphocytes in intestinal villi. No parasites were observed in the lumen of
the intestine.
Lymphoid tissue
In the mesenteric and gastric lymph nodes of 3 seals, numerous granulomas composed of
eosinophils were disseminated in lymphoid tissue. Frequently, macrophages, giant cells and
fibroblasts surrounded the granuloma. Giant cells and few fibroblasts were also frequently
disposed around a homogenous and amorphous eosinophilic matrix, positive with p.A.S.
staining characterising Splendore-Hoeppli reaction (Figure 3). The cytoplasm of some giant
cells stained also positive with P.A.S. In the centre of some granulomas, nematode larvae were
present but were not always present. A nematode larva was observed under the capsule of a
mesenteric lymph node.
In one seal, few giant cells were present in the thymus without any evidence of another
lesion. Most of the time, lymphoid tissue appeared to be depleted.
Nervous tissue and eye
One seal presented a severe acute to subacute meningo-encephalits. Infiltrate of
macrophages and neutrophils was present in the pia mater, in the cerebellum and in the
cerebrum. Haemorrhagic and necrotic foci were also disseminated in the cerebrum and
cerebellum. A few perivascular cuffs of macrophages and a few lymphocytes were also
disseminated in cerebral tissue. On the same seal, a massive infi.ltrate of macrophages and
lymphocytes were observed in the retro-orbital tissue, more frequently around blood vessels.
Liver
Subacute to chronic hepatitis was observed in one case. It was characterised by numerous
granulomas, some containing an amorphous eosinophilic mafix P.A.S. positive, specific of a
Splendore-Hoeppli reaction, and surrounded by a fibrous wall with fibrocytes, macrophages,
lymphocytes and some giant cells.
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Mild subacute broncho-interstitial pneumonia with case of acute broncho-pneumonia,
meningeal congestion with case of acute meningoencephalitis and lymphoid depletion were
previously described, associated with morbillivirus infection (Jauniaux et al.,20fD.
Bacteriology
Escherichia coli was identified from blood, lung and bone marrow of three seals. Aeromonas
hydrophila was identified from the blood and brain of one seal, and haemolytic Streptococcus
sp. (group antigen G) was isolated from the lung, the intestine, the eye and the bone marrow of
one seal. An unidentified B- haemolytic germ was isolated from eye, lung and blood of one
animal, all findings being consistent with a bacteremia or septicaemia.
S. phocae and A. hydrophila were isolated from lungs of a seal with acute pneumonia.
Morbillivirus detection
The results of investigations for morbillivirus infection are listed in table 2. In addition of the
seven seals infected by the morbillivirus during the 1998 summer (Jauniaux et a1.,2001), five
other cases were positive by immunohistochemistry @=2) or RT-pCR (n=5). On one seal
stranded in 1999, heavy immunofluorescence was detected in the lung, typical paramyxovirus
viral particles were observed by negative staining from lung tissue, and intracytoplasmic
specific labelling was detected in lymphocytes of the spleen using PDV 1.3 Mab. Heavy
intracytoplasmic and intranuclear labelling were also detected in lymphocytes of the bronchial
lymph node, the tonsil as well as in the lung tissue (alveolar and bronchiolar macrophages and
epithelium of bronchiolar glands) of a seal stranded in France (December 18,1999).
On the 12 seals positive by RT-PCR, fragments of the expected size of about 78 base-pair
were generated from various frozen and formalin-fixed, paraffin-embedded tissues. The
fragments were similar to the positive control lymph node. RT-PCR was positive for B-actin but
negative for negative control. In two cases, specific fragments were amplified from tissues of
seals considered as being by caught.
Causes of death
Two categories of causes of death can easily be identified on well preserved carcasses: those
related to a chronic morbid process, usually associated with infectious lesions
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(bronchopneumonia, septicaemia and enteritis) and those related to an acute morbid process,
usually associated with non-infectious lesions (by-caught, trauma).
Out of the six cases of seals with septicaemia, five seals were infected by the morbillivirus.
Bronchopneumonia was related to bacterial infection secondary to morbillivirus or nematodes
infection.
Many seals showed evidence of capture in fishing nets and various traumas. In seven cases.
asphyxia due to by-catch in fishing nets was considered to be the cause of death. Two animals
were known by-catches, kept by fishermen, while five others had probably been thrown back
into water after capture. Indeed, all were in a good nutritional condition, without evidence of a
severe disease. However, all had subcutaneous haemorrhages and the previously described lung
lesions. Other traumas were gastric perforation, death being associated with the
peritonitis and rib fractures responsible for an extensive hemothorax. In





Emaciation is a frequent observation amongst seals stranded along the Belgian and northem
French coastline (Jauniaux et al., 2001) as well as on English coast, reported as starvation
(Baker, 1989), or malnutrition on live stranded animals (Barnett et al., 2000). In addition,
emaciation, as observed in the present analysis, is more frequently observed on pups (Gerber e/
al., 1993; Baket et aI., 1998). Finally, weight loss of seal pups after weaning is a normal
situation and it can last for several weeks (Bonner, 1939). Emaciation may be the direct cause
of death or may cause death by hypothermia by the loss of insulating subcutaneous fat (Baker,
1989; Baker et aI., 1998). In our investigations, nutritional status was also related to the cause
of death, animals dying of infectious diseases being severely emaciated. For grey seals, it was
suggested that premature mother-pup separation, due to bad weather or disturbance. could lead
to pup emaciation (Bamett et aI., 2000). Morbillivirus infected dogs (Dungworth, I9g3),
cetaceans (Duignan et al., 1992; Kennedy et al., 1992; Jauniaux et al., 2000) and seals are
frequently reported as being emaciated (Munro et al., 1992; Forsyth et al., 199g; Jauniaux er
aI., 2OOI). Emaciation in morbillivirus infected seals could be evidence of chronic disease
(Baker, 1992).
Infectious lesions
Half of the seals in our investigations showed evidences of infectious diseases. A proportion
of 58Vo was reported for grey seals stranded on the British coastline @aker, 1939). Among
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infectious diseases on stranded seals, most frequent lesions reported were pneumonia and
gastro-enteritis (Baker, 1989; Gerber et al., 1993; Baker et a1.,199g).
In our analyses, bronchopneumonia, septicaemia, enteritis and encephalitis were diagnosed
on many seals, most of them being infected by a morbillivirus. Severe lymphoid depletion
responsible for immunosuppression as frequently reported in morbillivirus infected pinnipeds
(Krogsrud et aI., 1990; Belyk'h et al., 1997; Kennedy et al., 20O0) that can lead to such
secondary diseases. Bronchopneumonia can also be secondary to lung wonns (O. circumlitus
and Parafilaroides sp.) infestation (Measures, 2001). But, although frequently reported in seals
and more obviously in juveniles older than 3 months (Van der Kamp, l9g7), few cases of
parasite infestation were reported in our investigations.
During the 1998 summer, seven seals that stranded on the Belgian and French coastlines,
were infected by the morbillivirus (Jauniaux et al., 2001). Since, five other seals were
considered to be infected by the virus. The morbillivirus infection was diagnosed as following :
specific immunolabelling, serological evidence, typical viral particles observed by TEM after
cell culture and specific fragments amplified by RT-PCR. These findings suggest that a
morbillivirus disease caused the seals stranding and that sporadic cases continued to occur in the
southern bight of the North Sea. Among the 12 animals positive with the RT-PCR technique,
only 6 seals were positive by immunohistochemistry, but many seals were too autolysed to
allow immunohistochemical analyses. Indeed, the RT-PCR protocol, yielding a 7g base pair
product has been developed by Iftafft et at. (1995) as a diagnostic test for samples containing
degraded RNA from either formalin-fixed tissues paraffin embedded tissues or from autolyzed
tissues (Lipscomb et al., 1996). This corresponds to most of the samples collected from
stranded marine mammals.
Post-mortem findings in seals with distemper were similar to those reported in other seals
population (Kennedy et al., 1989; Ikogsrud er al., l99O; Nunoya et al., 1990; Daou st et al.,
1993; Duigîan et al., 1993; Bergman et aI., 1990). Interstital pneumonia has previously been
reported in morbillivirus-infected seals (Kennedy et aI., 1989; Duignan et aI., lgg3). No
pulmonary syncytia were observed but are not constant findings (Krogsrud et al., 1990; Heje et
al., I99l; Kennedy et al.,2OO0), which are more frequently noted in cetaceans (Domingo et al.,
1992; Kennedy, 1998).
The multinucleated cells observed in lymph nodes were consistent with giant cells associated
with parasitic larvae as observed on some slides.
All morbillivirus infected seals were pups in their weaning period, corresponding with the
loss of passively acquired matemal immunity, leading to a high susceptibility to pDV infection
(Harder et aI., 1993)- As the majority of the Dutch V/adden Sea seals population, including
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juvenile seals which have lost their maternal antibodies, had morbillivirus-specific antibodies, it
was suspected that PDV infections would continue to occur in that area (Visser et al., lgg3).
Finally, higher susceptibility of juvenile could be related to immune system development
(Thompson et al., 1992).Indeed, Thompson et at. (1992) reported that seropositive juvenile
seals had lower antibody titres than seropositive adults.
Another reason for the emergence of seal distemper in 1998 could be the introduction in the
Southern North Sea of a seal species considered as a vector. Indeed, the sudden die-off of
common seals in 1988 could be related to the unusual presence of harp seals (plnca
groenlandica) in the North Sea in 1987, seals coming from the Barents sea (Goodhart, 1988;
McGoutry, 1988; Heide-Jorgensen et aI., 1992). The unusual presence of infected individuals
of this species may have introduced infection to naive seal populations (Kennedy, 1998).
Indeed, common seals in Europe were unexposed before 1988, being seropositive only after the
1988 epizootic (Thompson et al., 1992) while ringed seals (Pftoca hispida) and harp seals
collected in Greenland were seropositive for CDV as early as 1985, without associated disease.
The immunological status of harp seals entering the North Sea in 1987 is unknown, but harp
and hooded seals sampled in 1991 and 1992 in the Barents Sea had CDV and PDV antibodies
without clinical or pathological evidence of distemper (Stuen et al., 1994). Recent observations
of hooded seals along the Belgian coast, southward of their normal migratory route could be a
vector of the morbillivirus.
Non-infectious lesions
On24 seals completely necropsied, 12 showed evidences of trauma. In our study, only two
seals were brought back by fishermen but 5 others were considered as being trapped in fishing
nets on the base of gross pathology. One of those had an extensive hemothorax but also net
marks. Seals are frequent victims of fishing nets but captures are not considered as a threat for
these species (Northridge, 1985; Northridge, 1992). For grey seals, net entrapment is
responsible for the death of 307o of juveniles (Baker et aI., 1998).
Another form of interaction with fisheries was the gastric perforation. Indeed, the foreign
body was identified in the two cases as a system used on fishing lines to separate each line from
another. Similar injuries associated with foreign body ingestion such as fishhooks have been
reported on seals leading in some cases to gastro-intestinal perforation, responsible for
peritonitis (Gulland et al.,2NI).
On the 4 seals with evidence of trauma, one was crushed on the beach by a motorbike,
another one was caught in a fishing net. The origin of the trauma of the two other cases could
not be determined. Trauma with extensive internal haemorrhage and fractures of skull or ribs is
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a frequent observation on young grey seals most of them with an unknown origin (Baker et al.,
1998). As one grey seal was found in Belgian harbour, the collision with a ship seems to be the
most likely cause of the trauma. Similar incidents were previously reported for seals stranded
along the British coast (Baker, 1989).
Other lesions
Splendorre-Hoeppli reactions have been described in mesenteric lymph node of a cornmon
seal, associated with aberrant parastic larvae (Munro et aI., lgg2) and with botryomycotic
lesions in a harp seal (Daoust et al., 1994). Splendorre-Hoeppli material, probably composed of
glycoprotein antigen-antibody complexes, could also be seen in foreign-body reactions. In the
cases that we have reported, the reaction seemed to be associated with parasite larvae migration.
Conclusions
Two categories of lesions and causes of death appeared when considering seals stranded
along the Belgian and northern French coastline between 1990 and 2000 : those related to a
chronic process associated with infectious conditions and those related to acute process
associated with trauma.
Among the infectious diseases, the most of them were bronchopneumonia, septicaemia,
gastro-enteritis and encephalitis and were frequently associated with morbillivirus infection.
Some cases of pneumonia were also related to lung worïns infestation. Animals with evidence
of infectious diseases were usually emaciated, revealing a long debilitating process. Traumas
were related to net entrapment, collision and foreign body ingestion. All those animals were in
good nutritional status.
Many reasons can explain the recent rise in seals stranding, the most important being linked
to the 1998 epizootic with further sporadic cases and the second being the presence of seal
species not previously observed in the area. In addition, co-operation with France and the
presence of a rehabilitation centre will also explain the augmentation of seals available for
necropsy.
It would be necessary to further characterise the virus involved in order to compare it with
other strains known to have previously affected seals. Further investigations, using RT-pCR
amplification of larger viral RNA sequences of the phosprotein gene arc in progress and will
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ABSTRACT: During winter 1994-1995, four and three sperm whales (physeter
macrocephalus) were stranded along the Belgian and the Dutch coast, respectively. Necropsies
and tissue samplings were conducted about 24hrs after death. Significant lesions, observed on
several whales, were round and linear skin scars, ventral skin abrasions, acute skin ulcers,
acute ulcerative stomatitides, acute to chronic external otitides, and visceral passive congestion.
In addition, sperrn whales appeared debilitated with severe weight deficit, blubber thickness
reduction' and the absence of abdominal fat, and the intestinal tracts were almost empty. Three
categories of lesions and their possible relation with the stranding were evaluated. The various
cutaneous scars observed on the seven whales appeared to have no relation with the stranding.
The poor body condition and acute integument ulcerative lesions were present before the
stranding. Ventral skin abrasions and visceral passive congestion were caused by the
strandings. Absence of food in the alimentary tracts, evidence of weight loss and blubber
thickness reduction were compatible with an extended presence of the sperm whales in the
North Sea, where adequate food is not available. This might lead to progressive weakness,
predisposing the animals to secondary pathogene such as viral diseases. Finally, the coastal
configuration of the southern North Sea makes it a trap for sperm whales which have entered
the area during their wanderings.
Key words: sperm whale, Physeter macrocephalus, pathology, mass strandings,
ulcerative integument lesions, poor body condition, North Sea.
INTRODUCTION
Mass strandings of whales and dolphins have always intrigued people and must have
occurred from the time cetaceans have been present in the oceans (Walsh et al., 1990). Such
stranding has been defined as an event where two or more animals run ashore alive at roughly
the same place and time (Geraci and Lounsbury, l9g3). Many theories have attempted to
explain that phenomenon;. in most cases, it cannot be attributed to a single cause, but is the
result of a complex interaction of physical and biological factors such as ocean currents, tides
and coastal configuration, the animals' migratory and social behavior, food availability,
echolocation or orientation failure, and long-standing diseases which have debilitating effects
(Cordes, 1982; Walsh et al., 1990; Geraci and Lounsbury,I9g3).
Several mass strandings of spenn whales (ptryseter macroceotraluO, the largest of
toothed whales (Odontoceti), occunedin the North Sea during the winter Igg4-Igg5 (Fig. l).
Sperm whales are highly pelagic animals and are normally found in deep oceanic waters. Their
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main food is mesopelagic squid, which is caught at depths of up to 1,000 m, or more (Rice,
1989). Sperm whales live in groups which often show a strong social cohesion. Females and
calves remain on the breeding grounds in warm to warm-temperate waters. Males leave the
female herds when they reach puberty, and adult males perform long-distance migrations far
into higher latitudes (Best, 1979; Rice, 1989). In the northeastern Atlantic Ocean, sperm whale
bulls are often observed west of the British Isles and off the coast of Norway (Evans, l99l;
Berrow et al., 1993). They avoid shallow waters and do not normally enter the North Sea,
where physical and ecological conditions are totally unsuitable (Smeenk and Addink, 1993;
Evans, 1991). Most sperm whale strandings in Europe are of single animals and usually occur
on the Atlantic coast (Camphuysen, 1995; Berrow et al., 1993). However, mass strandings
do occur and the great majority of those have been reported from the southern North Sea. This
area is well outside the species' normal range and its coastline is characterized by intricate
systems of sandbanks, mudflats, sandy islands and estuaries (Smeenk and Addink, lgg3).
Figure l: Sperm whale strandings recorded in the North Sea during the winter lgg+g5 including
(l) Terschelling on 3 November 1994, (2) Baltrum on 5 November 1994, (3) Whitby on
l0November 1994,(4) KoksijdeandNieuwpoorton 18 November lgg4, (5) Orkney on 9
December 1994, and (6) Scheveningen on 12 January 1995; (n=number of animals)
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Few reports on pathology of sperm whales are available and these pertain to animals
killed in commercial whaling operations (Cockrill, 1960a, 1960b; Uys and Best, 1966;
Lambertsen et al., 1987; Lambertsen and Kohn, 1987). Data on pathology of sperm whales
from mass strandings are virrually absent. Obviously, handling such animals on the beach and
carrying out an adequate necropsy are extremely difficult, and require well coordinated teams
including veterinary pathologists, and heavy equipment. In addition, necropsies should be
done on fresh carcasses, since postmortem decay soon affects the quality of tissues and
pathological findings. Nevertheless, accurate descriptions of lesions as well as attempts to
determine their origin are prerequisites to evaluate the causes of death and the background to the
stranding.
This paper describes postmortem observations on seven spenn whales stranded along the
Belgian and Dutch coasts during the 1994-95 winter. The possible causes of those strandings
are discussed in the light of our post-mortem findings, findings of other strandings in the North
Sea, and current knowledge on biology of sperm whales.
MATERIALS AND METHODS
On 18 November 1994, three fresh beached sperm whales were discovered dead at
Koksijde (51o08'N, O2'39'E), Belgium. A fourth sperm whale, probably from the same
group, was found dead in shallow waters near the beach at Nieuwpoort (51"09'N,02.43'E), l0
km east from the first stranding area. It was dragged ashore later the same day. An LZ January
1995, three sperm whales were found alive on the beach of Scheveningen (52o05'N, 04"15'E),
the Netherlands. They died 4 hr after their discovery.
With the exception of the animal stranded in Nieuwpoort which was severely decayed, all
whales were necropsied and sampled about 24 hrs after death. A standardized procedure
derived from the protocol for necropsy on small cetaceans (Kuiken and Garc(a Hartmann.
l99l) was used on each carcass. Body measurements were taken and blubber thickness was
measured at the caudal insertion of the dorsal fin. Samples of various organs and lesions were
collected for histopathological examination and fixed in IOVo buffered formalin. They were
embedded in paraffin and 5 Fm sections were stained with hematoxylin and eosin (H & E)
stain. Sections of skin and oral mucosa were stained with Feulgen stain for evidence of nucleic
acid (Bancroft and Cook, 1996) and sections of ear canal were stained with periodic acid Schiff
(PAS) for fungi (Cook, 1996). Selected sections were stained by an immunoperoxidase
technique for morbillivirus antigen detection using monoclonal antibody clone pDV 1.3
(Kennedy et al., 1991; Trudgett er al., l99l Domingo et al., rggz). Lung sections from
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morbillivirus-infected dolphins were used as positive controls (Domingo et al., lgg2). For
electron microscopy, selected formalin-fixed tissues were transferred to 2.5Vo gfutanldehyde in
phosphate buffer, rinsed, post-fixed with osmium tetroxide, and embedded in epoxy resin (EM
bed. 812, Electron Microscopy Sciences, Box 251, Fort V/ashington, Pennsylvania 19034).
Intestinal contents were aseptically collected for bacteriological examination by culture on
Columbia Blood agar with 5 Vo sheep blood (Becton Dickinson Benelux s.a., Denderstraat 24,
9440 Erembodegem, Belgium) and on selective medium for Enterobacteriaceae (Gassner agar,
Merck, Merck-Belgolabo s.a., Brusselsesteenwe9288,3090 Overijse, Belgium) and incubated
overnight in aerobic and anaerobic conditions. In addition, blowhole and extemal ear duct
swabs were sampled on two and one sperm whales from Belgium and the Netherlands,
respectively. For parasitology, intestinal contents were sampled, parasites were collected and







































TABLE l: Body measurements, age and weight of sperm whales stranded on the Belgian and Dutch
coasts during the winter 1994-95; a GLG growth layer groups; b worn tooth crown; c very
worn tooth crown: d not determined
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The sperm whales stranded along coast of Belgium were weighed at the process plant at
the time of carcass disposal. V/eight was corrected for body fluid loss during necropsy and
transport (Lockyer, 1991) and a predictive formula of normal weight was used from measured
length (Lockyer, 1991). Teeth were collected and forwarded to the Sea Mammal Research Unit
(Cambridge, United Kingdom; C. Lockyer) for age determination by counting the growth layer
groups.
RESULTS
All seven animals examined were adult males, about 15 m long; the one found near
Nieuwpoort was 18 m long (table l). Blubber thickness was about 16 cm in sperm whales
from Belgium, S 12 cm in those from the Netherlands. Age determination (Iable l) revealed
that the whale from Nieuwpoort, the largest, was > 29 yr old. Some teeth were so worn that
the age could not be precisely determined. Body mass at necropsy, corrected and estimated
weights are presented in Table 2. The whale stranded at Nieuwpoort weighed more than



























TABLE 2 : Length, weight (observed and conected) and predicted normal weight of sperm whales
stranded on the Belgian coast, 1994. a Weight at the process plant at the time of carcass
disposal, after partial dissection on the beach; b Correction factor l.l4 was used to
compensate for loss of body fluids during dissection and transport (Lockyer, 1991); c
Predictive formula of normal weight was used from measured length as : W = 0.0218 x L




Several parallel linear white scars 15 to 25 cm in length and I cm in width and several
starry white spotty scars were observed on the heads of atl seven animals. Slightly
hemorrhagic skin ulcerations also were present on the ventral lower abdomen, on the
longitudinal midline and laterally, around the genital area and on the tail of the animals from
Koksijde and Scheveningen.
Unusual lesions on two of the sperm whales from Belgium were three to four acute
ulcers on the midline of the hard palate (Fig. 2). Those lesions were elongated,, Z to lO cm in
length and 4 cm in width, with irregular edges. They were red-brown, with hemonhagic fluid
ooztng from the lesions, and some ulcers were covered by fibrin. Similar lesions, < 30 cm
long, were observed on the three animals from the Netherlands (Fig. 3). Round to oval ulcers,
4 to 5 cm in diameter, with raised, irregular, whitish edges, were present on the dorsal and
lateral sides of the tail stock of one sperm whale from Belgium. Round and white erosions of 2
to 3 cm in diameter with slightly raised and rough edges were observed on the head of one
whale from the Netherlands (Fig.4).
Chronic




























TABLE 3: Pathological findings observed in sperm whales standed on the Belgian and Dutch




Figure 2: Mouth of sperm whale from stranding on Belgian
coast showing acute ulcers (arrow) on the midline of
the hard palate, and segmental lacerations on the lips
which are postmortem artifacts. (Bar = l0 cm).
Figure 3: Mouth of sperm whale sûanded on Dutch coast
with large acute ulcers (30 cm long) on the midline of
the hard palate.
Figure 4: Head of sperm whale standed on coast of the
Netherlands showing slight skin erosion with raised,
rough edges, and dark gray outline.
Figure 5: Sperm whale from stranding on Dutch coast
showing dissected ear duct demonsfating acute external
otitis with large ulcerative areas (arrow) and the
external ear duct meatus * . (Ba=l cm)
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Lesions had slightly depressed centers and were limited by a dark gray outlin e, 2 cnr
wide. of one and three sperm whales from the Belgian and Dutch coast respectively, external
ear was examined. The ear duct was round to oval, 9 to 11 cm long, about 15 mm in diameter,
and contained solid debris resembling skin fragments. Transverse sections of the wall indicated
an irregular thickness, Zto 6 mm, with a red margin in the deeper layer. The duct was covered
by comrgated and folded white epithelium. On two animals from the Dutch coast, acute ulcers
1 to 4 cm long were located in the outer third of the external ear duct (Fig. 5).
A longitudinal skin slit, 34 cm long, with slightly raised edges forming labia, was found
on the upper left side of the rostrum, left of the blowhole, 35 cm behind the cranial edge of the
head of one whale from the Belgian coast. The bottom of the fold communicated with a blind
oval duct, 30 cm deep, covered with skin.
White nodules, 1 cm in diameter with a 2 to 3 mm thick wall and yellowish, translucent
centers, were found in the blubber of four whales.
Observations of bodly cavities were similar in all animals, principally a generalized
visceral passive congestion. Muscle layers of the abdominal wall were evenly dark red to
black. Livers were entirely dark red, almost black, with rounded edges. Renal cortices were
dark red, medullae were brick-red. The omentum and the serosal surface of the intestine were
severely congested' with prominent blood vessels, most segments being evenly brick- to dark
red. Gas bubbles were present on the mucosal surface, indicating early putrefaction.
Numerous nematodes (Anisakis sp.) were observed in the gastric lumen of five animals (Iable
3). In two spenn whales, many 2 cm diameter flat hematomas were spread on various
segments of the intestinal serosa, bleeding upon incision. In one whale, many white I cm
diameter nodules were adherent to the serosal surface of various intestinal segments. Gastric
and intestinal lumens were almost empty except for few cephalopod beaks between the gastric
folds of the sperm whales from Belgium. There was no abdominal fat. Lungs were evenly
pinkish red without foam or blood on the cut surface in one sperm whale from Belgium while,
in whales from the Netherlands, they were dark red, with bloody fluid oozing from tissue at
sectioning. The tongue base was observed in one case (Table 3). In the tonsillar area. near the
base of the tongue, the oral mucosa had a purplish-re d. 2 cm diameter area. Upon sectioning,
the oral epithelium invaginated to form a blind duct, 3 cm deep and I cm in diameter with
congestive wall and several dark red 8 to 10 mm nodules were observed in the wall. At the
level of the tonsillar duct opening, 3 round acute I cm diameter ulcers were observed.
Microscopically, ulcerative lesions in the mouth were diagnosed as acute to subacute
ulcerative stomatitis. Ulcers were deep, exposing dermal connective tissue with hemorrhage,
necrosis and edema in the outermost layer and a severe lichenoid infilnate of neutrophils and
lymphocytes was observed. Ulcer edges were sharp. In epidermal layers around ulcers,
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spongiosis and ballooning degeneration were observed and formed intraepidermal
microvesicles. Some were larger and formed small pustules. In some ballooned cells, weakly
Feulgen positive eosinophilic, cytoplasmic inclusion bodies were present. Nuclei were not
visible or reduced to small, crescent shape, dense, basophilic remnants. At some distance of
the ulcer, similar changes were present, limited to superficial cell layers with mild plasma cells
infiltrate at the dermoepidermal junction. Strata germinativum and spinosum formed deep rete
ridges in dermis (epidermal hyperplasia) with many mitoses in the basal layer. Acute to
subacute perivascular dermatitis was observed around superficial capillaries. The skin
ulceration observed on the tail stock of one whale from Belgium was ulcerative subacute
dermatitis. A skin erosion on the head of one spenn whale from the Dutch coast was
characterized by marked intracellular edema and nucleus displacement of stratum intermedium
cells, with some are:N of mild acute dermatitis. Ballooning degeneraton and eosinophilic
intracytoplasmic inclusion bodies also were present. Ear lesions were similar in both groups
and were diagnosed as severe diffuse ulcerative subacute to chronic external otitis. Fungi were
not detected with PAS stain. The tonsil lesion was diagnosed as an acute tonsillitis,
characterized by a massive, diffuse infiltrate of neutrophils and pycnotic cells in tonsillar crypts.
Blubber and subserosal cyst were encapsulated unidentified cestode larvae. In the
blubber, they were characterized by an outer cuticule and an inner matrix containing calcareous
corpuscules and invaginated scolex, suggesting cysticercus like structure. Postmortem changes
in other tissues were severe, precluding any valid microscopic evaluation. Sections of skin,
hard palate, tonsil and ear duct were tested for morbillivirus and were all negative.
Skin and hard palate ulcers were examined with electron microscopy. Keratinocytes in
basal layers were severely vacuolated, nuclei were large and pale. In more superficial layers,
intracellular edema was prominent. In less modified cells, the cytoplasm was rich in
polyribosomes. Viral particles were not observed.
Bacteria isolated from intestinal contents were Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Clostridium perfringens, Proteus sp. and Bacillus sp.. From blowhole Escherichia coli were
isolated. The external ear duct had Staphylococcus sp. and Clostridium oerfringens.
DISCUSSION
Three groups of lesions were identified in the sperm whales stranded on the Belgian and
Dutch coasts, first the chronic scars, second the integument ulcers and the poor body condition,
and third skin erosions and generalized passive congestion. In the first group were various
chronic skin lesions. Round scars were probably impressions made by squid tentacles and
longitudinal parallel scars on the head probably were the result of fights between males (Evans,
1993)- Both types of lesions are normal findings in adult male sperm whales. The slit
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communicating with a blind duct observed on the head of one sperm whale from Belgium was
considered to be a vestigial blowhole. Rare cases of sperm whales with 2 distinct blowholes
have been reported (Milinkovitch, 1995). These findings had no relation to the stranding.
The second group of lesions included various integument ulcerations. Oral and skin
ulcers were suggestive of a viral infection (Yager and Scott, 1993) and electron microscopy
investigations revealed that cytoplasm was rich in polyribosomes indicating active protein
synthesis. However, no viral particles were seen and a morbillivirus antigen was not
demonstrated in tissues using immunoperoxidase. It is likely that postmortem autolysis can
prevent detection of antigens and hamper the diagnosis of viral disease such as morbillivirus
infection (Lipscomb et al., 1994b: Krafft et al., 1995). More sensitive techniques, such as
polymerase chain reaction (PCR), not performed on the tissues, could have be of some help.
[Ilcerative or erosive stomatitides have been described for beluga whales (Delohinapterus
leucas) by De Guise et al. (1995), for distemper-infected Atlantic bottlenose dolphins (Tursiops
truncatus) by Lipscomb et al. (1994a) and for distemper-infected striped dolphins (Stenella
coeruleoalba) by Domingo et al.(1992, 1995) and Duignan et al. (1992). According to
Domingo et al. (1992), these lesions were attributable to secondary opportunistic agents or to
infections by calicivirus, herpesvirus or picornavirus. Tonsillitis occurs in various viral
infectious diseases (Barker et al., 1993) and in distemper-infected dolphins, morbillivirus
antigen has been demonstrated in tonsillar tissue (Domingo et al., 1992). In sperm whales,
tonsillar tissue has been described as crypts, located at the base of the tongue (Uys and Best,
1966). Macroscopic and microscopic descriptions of skin erosions and ulcers (sperm whale tail
stock from Belgian and one whale head from Dutch coast) are similar to those given for
poxvirus and herpesvirus infections in wild cetaceans (Baker,I992a;1992b:Baker and Maftin,
1992), and for poxvirus infection in domestic animals (Yager and Scott, 1993; Chevllle, 1994).
Both viral infections occured in stressed cetaceans, or under poor environmental conditions
(Geraci et al., |979;Martineau et al., 1988).
Ulcerative subacute to chronic external otitis was observed in all the sperm whales we
examined. Apparently, similar lesions in cetaceans have not been previously described.
Pseudomonas sp. bacteria and Malassezia sp. yeasts are associated with ulcerative chronic otitis
in domestic animals (Wilcock, 1993), but bacteria were not isolated and fungi were not seen in
surface keratin or in ear canal debris of the stranded sperm whales. The potential extension of
such lesions to the middle and inner ear has been reported for domestic animals. In those
species, progression through the eighth cranial nerve is frequent and can lead to meningitis and
encephalitis (V/ilcock,1993). In cetaceans, lesions in the eighth cranial nerve due to parasitic
infection have been suspected to lead to echolocative and vestibular dysfunctions leading to
mass strandings (Morimitsu et al., 1986; Morimitsu et al., 1987). Unfortunately, we could not
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Figure 6: Schematic representation of the hypothesis for the mass strandings of sperm whales on
the Belgian and Dutch coasts during winter l9g4-95.
In addition to integument lesions, the stranded sperm whales were in poor body
condition, as indicated by their low weight, absence of aMominal fat and reduced blubber
layers compared with data from healthy animals caught during cornmercial whaling operations
(Lockyer, 1991). In particular, two whales had a severe weight deficit in comparison to their
predicted weight. Blubber thickness in the sperm whales from the Dutch co.lst was lower than
values reported by Lockyer (1991) for the same body region (between 15 and 20 cm). Weight
loss and blubber thickness reduction suggested a poor nutritional state and a chronic debilitating
process. Poor body condition and absence of food in the alimentary tract are frequent findings
in stranded cetaceans (Cordes, 1982; Domingo et al., 1992).
This second group of lesions including integument ulcers and poor body condition were
present before the strandings and may have played a role in the stranding accidents. It is
probable that viral infections, possibly responsible for ulcerative digestive lesions, accelerated




The third group of lesions included slightly hemorrhagic skin erosions on the lower
abdomen and on the flukes. They were mechanical abrasions due to the rubbing of the animals
on the sand during agony. They are frequently reported for stranded whales (Geraci and
Lounsbury, 1993; Needham, 1993). Because these lesions were perimortem, it is likely that
the sperm whales on the Belgian coast were stranded alive. Similar erosions were not observed
on the animal that died at sea.
Visceral passive congestion and disseminated hemorrhages of the intestinal serosa
suggested an acute circulatory disturbance as the cause of death, likely shock following
cardiovascular failure (Cotran et al., 1994). The shock process is one of the more frequent
consequences of marine mammals stranding (Geraci and Lounsbury, 1993; Needham, lgg3).
Thus, this third group of lesions was probably the direct result of the stranding and indicated
the most likely cause of death. The bacteriological and parasitological findings were
insignificant.
Finally, our observations on the lesions of stranded whales coupled with an
understanding of sperm whale behavior, and of the physical and ecological conditions of the
coastal areas involved enabled us to venture an hypothesis on the cause of mass strandings of
spenn whales in the southern North Sea (Fig. 6). The animals stranded on the Belgian and
Dutch coasts apparently had not fed for a considerable time (empty intestinal tracts, reduction of
weight and blubber thickness, absence of abdominal fat). V/eight loss and blubber thickness
reduction were chronic processes, which had advanced further in the whales stranded on the
Dutch coast 2 mo. after those on the Belgian coast. All other lesions were acute to subacute.
Possibly, chronic debilitation predisposed these whales to secondary infections.
Sperm whales probably enter the North Sea on their way south from North Atlantic
waters. This is consistent with the known distribution area of sperm whale bulls off the coast
off Scotland and Norway, and their predominantly southward migration during fall or early
winter. It is not known what may cause some sperïn whales to take a route too far to the east.
which leads them straight into the North Sea. That they may do so, is corroborated by the
stomach contents of the two sperm whales stranded November 1994 in the Dutch and German
Wadden Sea (Fig. 1). These consisted of large quantities of squid beaks of species occurring
in North Atlantic waters, north of the North Sea (Lick et al., 1996; Clarke, in press). Although
the northern North Sea is generally > 100 m deep, it becomes progressively shallower further
south. The southern part is funnel-shaped and < 40 m deep. The configuration of its coastlines
is complex, with numerous sandbanks, estuaries and treacherous differences in tides. This area
must be totally unfamiliar to deep-diving oceanic animals like sperm whales. Debilitated
animals which have roamed through the North Sea for some time could be particularly prone to
confusion and might eventually become grounded or trapped by a falling tide. Social cohesion
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would keep the animals together, and a mass stranding could result. Because of its geography
and topography, the North Sea is regarded as a potential trap for sperm whales, and weakened
animals have very little chance to escape from this "cul-de-sac".
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Two stranded immature female fîn whales stranded on Belgian and French coastlines,
were examined post mortem. The main gross findings were massive parasitic infestation
associated with a large thrombus in one whale and severe emaciation. Microscopical
investigations revealed multinucleated syncytia with large intranuclear inclusion bodies in
various tissues, and positive immunolabelling for morbillivirus antigens. Other evidence of
morbillivirus infection was provided by the demonstration of specific viral structures in syncytia
and in cell cultures, and the detection of anti-canine distemper virus neutralizing antibodies.
To the authors'knowledge, this is the first firm report of morbillivirus infection in baleen
whales.
Morbillivirus infections have been responsible for the death of many thousands of
pinnipeds and small cetaceans (Kennedy, 1998). With regard to baleen whales, neutralizing
antibodies against dolphin morbillivirus were detected in fin whales (Balnenoptera physalus) by
Blixenkrone-Moller et al. (1996) and lesions of morbillivirus infection were reported in a
stranded animal by Jauniaux et al. (1998).
Materials and Methods
On 1 November, 1997, a fin whale ("whale 1") was discovered dead at Raversijde
(Belgium) and on 9 October, 1998, a further animal of this species ("whale 2") was found on
the beach at Wiemereux (France). A complete necropsy was performed on the whale I and a
partial necropsy on whale 2. Tissue samples for histopathology were fixed in lyVo buffered
formalin, embedded in paraffin wax, and sections (5 pm) were stained with haematoxvlin and
eosin (HE).
All tissues sampled were examined immunocytochemically. A mouse monoclonal
antibody (Mab) against a protein fusion of canine distemper virus (CDV) (clone 1C5;
Biogenesis, Poole, England) and a further Mab against the glycosylated haemagglutinin protein
of phocine distemper virus (PDV;clone 1.3) (Trudgettet a1.,1991) were used at a dilution of I
in 100. The other reagents used were those in the Enhanced Polymer One-Step Staining
commercial kit (Dako EnvisionrM; Dako, Glostrup, Denmark). Tissues from healthy and
morbillivirus-infected striped dolphins were used as negatve and positive controls,
respectively. Negative controls in, which the primary antibody was omitted, were also included.
Liver and kidney samples were frozen (-80'C) and a direct immunofluorescence technique
with anti-CDV polyclonal antibody was applied. A l}Vo suspension of each positive tissue was
prepared and incubated with Vero cell cultures. The latter were regularly checked for the
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presence of cytopathogenic changes and the supernates were examined with a transmission
electron microscope after negative staining.
Virus neutralization tests with CDV were carried out on serum samples. For transmission
electron microscopy (TEM), selected formalin-fixed tissues were transferred to glutaraldehyde
2.5Vo in phosphate buffer, postfixed with osmium tetroxide, and embedded in epoxy resin.
Intestinal contents and swabs (eye, anus, genital and mammary slits) were collected
aseptically and incubated on Columbia Agar with sheep blood 5Vo (Becton Dickinson Benelux
s.a., Belgium) and on Gassner agar for Enterobacteriaceae (Merck, Merck-Belgolabo s.a.,
Belgium).
Helminths, intestinal contents, liver, lung and kidney were sampled for helminthological
examination, renal and pulmonary parenchyma being subjected to preliminary digestion in a
solution containing HCI0,5Vo and pepsin 1Zo.
Results
Gross Findings
The carcass of whale I (13 m in length) was fresh, but that of whale 2 (12.2 m) was
moderately decomposed. Both whales were immature females, aged about 1 year. On the skin
of both animals parasitic copepods (Penellidae) and amphipods (Cyamidae) were found. The
cephalic region of the copepods was embedded into the blubber layer and surrounded by white
fibrous tissue- The nutritional status of the whales I and,2was poor, the thickness of the dorsal
blubber layer being only 15 mm and 35 mm respectively. The dorsal muscles were pale,
suggesting anaemia, and the subcutaneous tissues were oedematous.
In the abdominal cavity of the whale 1, a chronic thrombus (75 cmin length and 20 cm in
diameter) partly obstructing the portal vein was observed. The thrombus was attached caudally
to the vessel wall and extended into mesenteric veins. It had a thick (10 to 15 mm) capsule,
composed of thin layers of fibrous tissue containing calcified nodules. The thrombus core
contained several hundred nematodes embedded in a fibrinous matrix.
A thin (20 mm) layer of gelatinous yellowish oedema was present between the
myocardium and the epicardium. There was neither abdominal nor thoracic fat. The
gastrointestinal tract was empty.
Necropsy of whale 2 did not include intemal examination due to the lack of heaw
equipment for carcass disposal.
H is to patho lo g ic al F in"ding s
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The mesenteric and marnmary lymph nodes of whale I contained clusters of
multinucleated syncytial cells with occasional large eosinophilic intranuclear inclusion bodies.
Some cells contained up to 50 nuclei. Syncytial cells were scattered throughout the mammary
lymph nodes whereas in the mesenteric lymph nodes they were present mainly in the cortex.
The lymph nodes were severely depleted, with ill-defined, taintly visible lymphoid follicles
containing small foci of karyorrhectic lymphoid cells.
The nematodes in the portal vein thrombus were females containing thick-shelled oval
eggs at various developmental stages, including larval stages. The parasites could not be
identified conclusively, but they probably belonged to the genus Crassicauda.
The thrombus capsule was composed of fibrous tissue diffusely infiltrated by
lymphocytes, macrophages and eosinophils and nematode eggs at different developmental
stages. In the thrombus core, fibrin,lymphocytes, macrophages, eosinophils, necrotic helminth
segments, and eggs were present between apparently intact nematodes. Similar parasites were
also observed in renal blood vessels associated with a subacute to chronic inflammatory
reaction. A similar reaction was seen around the cephalic region of copepods embedded in the
blubber layer. In both cases, multnucleated syncytial cells were present. Occasional nematode
eggs were observed in lung tissue.
In whale 2, anacute to subacute inflammatory reaction was observed in the subcutaneous
tissues adjacent to the cephalic regions of copepods. It was characterised by neutrophils,
lymphocytes, many macrophages and small numbers of syncytial cells.
I mmuno cy to chemic al F indin g s
Tissues of whale 1 showed specific intracytoplasmic and intranuclear labelling with anti-
CDV and anti-PDV monoclonal antibodies in multinucleated syncytial cells (Fig. 1). In the
infected cells of the lymph nodes, immunoperoxidase staining was homogeneous to finely
granular in the cytoplasm; nuclear inclusions were homogeneous and more heavily stained. Few
mononuclear cells stained positively. Sporadic staining was also observed in syncytia around
parasites in the blubber layer and in the kidney.
In the subcutaneous lesions of whale 2, granular intracytoplasmic staining was observed
in mononuclear cells with anti-PDV monoclonal antibody. Small numbers of intranuclear
inclusion bodies, not detected by HE staining, were heavily labelled.
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Fig. 1. Mdullûy zone of a matnmary lymph node from whale l. Imurunoperoxidase labclling
with a monoclonal antibody against PDV. Note the intracytoplasmic (anow) ad
intranuclear (anowheads) labelling in multinucleatcd syncytial cells. Bar,25 pn
Viral où.Othcr Findhgs
Heavyimmunofluorescencewasobserved$'ith anti{DV polyclonal antibody in the liver
tissue of whale l. After eigbt cell passages, cytopalhogenic changes $rerc observed in cell
cultures infected with the liver tissue and viral particles (125 nm diameter), typical of
paramyxovirus were revealed by negative staining.
CDV neutralizing antibody with tihes of 64 and 32 was detected in tb senrm of tbe
whales I and 2, respectively.
Elechon microscopical examination of lymphoid tissue revealed intranuclear 4ggregates of
viral nucleocapsids in syncytia
The only pathogenic bac'terium isolated was a Sabrotrctta sp., from the intestine of tbe
whale 1.
After pepsin digestion, helminth eggs, similar to those observed in the blood vessels,
were obtained fromtbe pulmonary parenchyma.
Discussion
Evidence of morbillivinrs infection in the two whales may be summarized as follows.
Specific immrmolabelling was demonstrated in mononuclear cells of both animals, and in
spcytial cells (tlpical of those associated with rnorhillivinrs) det€cted in whale 1. This labelling
was similar fs that observed previously in lymph nodes of morbillivinrs-infecæd dolphins
(Domingo et al., 1992; Upscomb et al., 1994). Serological evidence of infection was also
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obtained in both animals. TEM demonstrated large aggregates of viral material (comparable to
morbillivirus nucleocapsids) in lymphoid tissue of whale 1, and viral particles, typical of
paramyxovirus, were also cultured from the liver of this animal. Examination of whale 2 was
hampered by incomplete sampling and partial decomposition.
To the authors' knowledge, this is the first firm report of morbillivirus disease in baleen
whales. Neutralizing antibodies against dolphin morbillivirus were previously reported in serum
samples of fin whales from Icelandic waters (Blixenkrone-Moller et al., 1996), and anti-CDV
antibodies were detected on an adult minke whale Balaenoptera acutorostrata from the
Mediterranean Sea (Di Guardo et aI., 1995); in neither case, however, was further evidence of
infection presented.
The lymphoid depletion and the large amount of morbillivirus antigen in lymph nodes
suggest that, as in other species (Lipscomb et aI., 1994), the disease may be responsible for
immunosuppression and secondary infections. This might explain the salmonella infection in
whale 1.
The main macroscopical lesion in whale I was the chronic thrombus in the portal vein.
Similar lesions were reported in cases of Crassicauda sp. infestation in fin whales (Lambertsen,
1986). The vascular localization, parasite morphology and lesions suggested that the nematodes
belonged to the genus Crassicauda. Severe infestations may be lethal, due to congestive renal
failure (Lambertsen, 1986).
Both whales were in poor body condition with reduced blubber, absence of abdominal
and thoracic fat, and atrophy of dorsal muscles, as compared with healthy animals caught
during whaling operations (Lockyer et al., 1985). Subcutaneous and subepicardial oedema, and
anaemia -other signs of a poor body condition- may result from: shortage of food, morbillivirus
infection, or heavy parasitic infestation.
Since fin whales commonly form small groups of 2O animals or less, an infectious
disease is expected to spread slowly in the population. However, in feedings grounds, the
groups may reach 100 or more (Gambell, 1985), thus facilitating the spread of infections, as in
other cetaceans species (Duignan et aI., 1995).
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Causes of marine mammals death on continental coastlines of the souhern North Sea
Su*tARY
Since 1990, the group MARIN (Marine Animals Research & Intervention Network) deals
with the scientific multidisciplinary research of marine mammals stranded or by-caught along
the Belgian and northern French coasts. Occasionally, MARIN is associated to the necropsy
of marine mammals stranded on the Dutch coast.
The aim of the study was to identify lesions and causes of death of small and large
cetaceans as well as pinnipeds on the continental coastlines of the southern North Sea. As it is
an area submitted to high human pressure, relations between lesions and toxicological data or
human activities such as navigation and commercial fishing were investigated. For each
animal groups considered (seals, small and large cetaceans), specific theories were built to
explain the mechanism of death.
Small cetaceans :
To illustrate lesions and causes of death of small cetaceans, the harbour porpoise was used
as model (Study 1). Between 1990 and 2000, 55 porpoises were necropsied. The annual
distribution was very irregular with a major rise in 1999. The most common findings were
severe emaciation (60 Vo) with reduction or absence of fat and muscles atrophy; acute
bronchopneumonia (49 7o); and extended and severe parasitosis (51 7o) consisting of heavy
parasite infestations of multiple organs with associated lesions. By-catch in fishing nets was
considered to be the cause of death of 18 Vo of porpoises. The gastro-intestinal tract was
usually empty, without evidence of recent feeding (83 Vo)'
Neither immunohistochemistry, nor cell cultures revealed evidence of morbillivirus
infection or other viral disease. Serology was negative lor Brucella abortus in all tested
porpoises.
Bronchopneumonia was frequently associated with parasitosis or emaciation, or both.
These are chronic, debilitating processes which might predispose to fatal bronchopneumonia.
Pinnipeds :
To illustrate lesions and causes of death of pinnipeds, the harbour seal was used as model
(Study 2 and study 3). Thiny-four seals were necropsied and the main findings were
emaciation, acute broncho-pneumonia and enteritis. Some lesions suggested trauma such as
muscle hematomas, multiple ribs fractures, hemothorax and peritonitis associated with gastric
perforation by a foreign body. The gastrointestinal tract was always empty, without evidence
of recent feeding for most of seals.
Twelve seals were infected by a morbillivirus since the 1998 when unexpected stranding
of 16 seals occurred during the summer, in less than one month. Diagnostic was mainly
obtained by immunohistochemistry and RT-PCR. By RT-PCR, fragments of the expected size
of about 78 base-pair of the phosphoprotein P gene of the morbillivirus were generated from
various frozen and formalin-fixed, paraffin-embedded tissues.
Two categories of causes of death can easily be identified on well-preserved carcasses:
those related to an acute morbid process, usually associated with non-infectious lesions (by-
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caught, trauma) and those related to a chronic morbid process, usually associated with
infectious lesions. The infectious diseases were frequently associated with morbillivirus
infection. Some cases of pneumonia were also related to lung worrns infestation. Animals
with evidence of infectious diseases were usually emaciated, revealing a long debilitating
process. Traumas were related to net entrapment, collision and foreign body ingestion. All
those animals were in good nutritional status.
Morbillivirus diseases in seals stranded on the Belgian and northern France coastline since
1998 seems to be the first cases reported in the North Sea since the 1988-1989 outbreak when
18.000 harbour seals died on a population of 25.000.
Large cetaceans
Four sperm whales (Study 4), stranded along the Belgian coast (1994) and three, stranded
on the Dutch coast (1995), were necropsied. All were sexually mature males. Significant
lesions were ventral skin abrasions, acute skin ulcers, acute ulcerative stomatitides, acute to
chronic external otitides, and visceral passive congestion. In addition, speffn whales appeared
debilitated (severe weight deficit, blubber thickness reduction, and absence of abdominal fat)
and intestinal tracts were almost empty.
Histopathological examinations suggested viral etiology for the integument lesions, but no
viral particles were observed by electron microscopy and the presence of morbillivirus antigen
was not demonstrated by the immunoperoxidase technique. The poor body conditions and
acute integument ulcerative lesions were present before the stranding while ventral skin
abrasions and visceral passive congestion were caused by the stranding.
Absence of food in the alimentary tracts, evidence of weight loss and blubber thickness
reduction were compatible with an extended presence of the sperm whales in the North Sea,
where adequate food is not available. This led to progressive weakness, predisposing the
animals to secondary viral diseases. Finally, the coastal configuration of the southern North
Sea makes it a trap for sperm whales which have entered the area during their wanderings.
Four fin whales (Study 5) were necropsied, one being stranded on the Belgian coast
(1997), rwo coming ashore in northern part of France (1998; 1999) and one being trapped in a
Dutch harbour (2001). All were immature females, aged about 1 year. In 2 cases, necropsy
was not performed due to advanced decomposition or lack of heavy equipment to handle
carcasses. The 3 stranded whales were emaciated with a reduced blubber layer while the
animal trapped in the harbour was in good nutritional status.
Under the microscope, the mesenteric and mammary lymph nodes of the whale stranded
on the Belgian coast contained clusters of multinucleated syncytial cells with occasional large
eosinophilic intranuclear inclusion bodies. Another whale had an focal acute to subacute
inflammatory reactions in the subcutaneous tissues, characterised by neutrophils,
lymphocytes, many macrophages and small numbers of syncytial cells. The two whales had
evidence of a morbillivirus infection characterized by specific intracytoplasmic and/or
intranuclear labelling with anti-CDV and/or anti-PDV monoclonal antibodies in
multinucleated syncytial cells and in mononuclear cells. Other evidences of morbillivirus
infection were based on RT-PCR (similar than seals), serology, electron microscopy and cell
culture.
At the authors'knowledge, it is the first report of specific lesions and antigen presence of
morbillivirus infection in a baleen whale and more particularly in fin whale. Such disease
could be considered as potential threat on baleen whales, given the frequent association of
those viruses with severe epizootics in marine mammals'
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Various human activities were associated to the death of marine mammals standed on the
Belgian and northern France coastline. Net entrapment was responsible for the death of
porpoises (18 %) and seals (29 Vo). Other interactions human such as leisure activities were
ôoniidered as being responsible for additional death of seals Q,f Vo). Finally, one fin whale
was trapped in a harbour. Variations of some contaminants concentration were linked to poor
nutritional status but it was not clear if lesions were the cause of differences in contaminant
concentrations or the opposite, namely contaminants being responsible for the lesions.
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